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APPLICATION DES SYMBIOSES PLANTES-
FIXATEUR D'AZOTE - MYCORHIZES
ET ETUDES DE LA DIVERSITE GENETIQUE DES
ACACIAS SAHELIENS
Contrat CEE/ORSTOM - No TS2* 0169 - F (EDB)
DEUXIEME RAPPORT ANNUEL
D'AVANCEMENT DES TRAVAUX
~ -~,
_......... _ "liIe.
Ce rapport se veut la synthèse des différents travaux
réalisés par les laboratoires de génétique üRSTüM, de
microbiologie üRSTüM, de l'Université de Gand, de physiologie
végétale üRSTüM et de la Direction des Recherches sur la
Production Forestière de l'ISRA (Sénégal) pendant la période Août
90 - Août 91. Les différentes contributions sont réunies en ANNEXE
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Les articles rédigés
reproduits en ANNEXE 2.
pendant cette période se trouve
CONTRAT CEE AOUT 90-AOUT 91
SYNTHESE.
INTRODUCTION
L'arbre est confronté à de nombreuses agressions dès le stade
plantule et tout au cours de sa vie. Aussi, la connaissance des différents
paramètres qui conduisent à son bon épanouissement est un préalable
nécessaire à tout programme sylvicole. Ces premières remarques sont
d'autant plus importantes que la zone géographique où ils doivent exprimer
leurs potentialités se trouve être une zone aux accidents climatiques
nombreux.
Dans le cadre des problèmes prioritaires pour la zone africaine
sahélienne se trouve la déforestation accrue depuis quelques années, tant
liée à des difficultés antropomorphiques qu'aux diverses périodes de
sécheresse qu'à connu le continent africain pendant cette période.
Notre programme a donc comme but de proposer des programmes de
reboisement étroitement associés à une meilleure connaissance des essences
les plus adaptées. C'est dans ce cadre que se situe ce contrat, mettant en
priorité tout part icu l ièrement les espèces Acacia spp. , et plus
spécifiquement le complexe d'espèce regroupant entre autre l'A. senegal
ainsi que celui des A. raddiana.
Ces espèces offrent pour le Nord-Sénégal, une bonne rés i stance à la
sécheresse, notamment dans le cas de l'A. raddiana, et même. dans certains
cas un apport industriel incontestable (A. senegal). Ces espèces font
partie des légumineuses arborescentes, du genre des Mimosacées, et ont la
faculté de s'associer aux microorganismes fixateurs d'azote. De même, il
existe des potentialités d'association aux champignons mycorhiziens dont le
rôle n'est pas sans importance pour les arbres dans l'expression
phénotypique de leurs caractères.
C'est pourquoi, notre approche, certes un peu large, se devait
d'analyser la variabilité génétique de la plante hôte, mais aussi les
conditions d'expression de cette variabilité tant au niveau de ses
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symbioses que de son utilisation sur le terrain. Cela veut dire que de
façon parallèle, il sera nécessaire, d'étudier à partir de descendances la
variabilité génétique des caractères qualitatifs (électrophorèse
enzymatique), la variabilité des caractères quantitatifs (vigueur,
production de métabolites ... ) et les possibilités de maîtrise de cette
diversité (multiplication horticole, culture in-vitro). De façon conjointe,
l'expression des caractères de vigueur étant étroitement associée aux
associations symbiotiques, il est important d'en fixer la diversité, une
fois identifiée, et d'en étudier les interactions. Enfin, une approche
agronomique et écophys io logique doit permettre d' appréc ier les mei lleures
opportunités d'utilisation de ce type de matériel végétal.
Néanmoins, ces différentes approches n'ayant pas la même histoire,
ces différentes études se mènent de façon parallèles, l'apport des
résultats de chaque équipe de recherche favorisant,. au fil du temps, le
rapprochement des différentes études. Ainsi, comme exemple, la maîtrise de
la multiplication in-vitro de clones issus de jeunes semis d'A. raddiana
devrait permettre de proposer un matériel de choix aux équipes de
microbiologie, pour l'étude de l'efficacité des différentes souches de
Rhizobium identifiées.
RESULTATS
Cette synthèse a été réalisée par J.M. LEBLANC en s'appuyant sur les
travaux des différentes équipes dont les principaux résultats obtenus sont
regroupés en Annexe 1, tandis que les articles en cours de publication
portant sur ces études sont regroupés en Annexe 2.
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GENETIQUE ET AMELIORATION DES PLANTES
Analyse de la variabilité de la plante-hôte
Analyse des isoenzymes.
Les techniques d'extraction sur jeunes feuilles sont maintenant au
point et nous permettent d'analyser les descendances sur pied, ainsi que la
variabilité génétique de plants naturels, la technique de mobilisation de
boutures d'arbres repérés en milieu naturel étant maintenant au point. Dans
un premier temps, notre étude a porté sur plusieurs descendances d'A.
senega7 de la région du Ferlo, afin d'appréhender dans la mesure du
possible le déterminisme génétique des différents systèmes enzymatiques
révélés.
Par ailleurs, ces différentes descendances ont été choisies parmi les
deux phénotypes décrits pour cette espèce au Sénégal: Acacia "gris clair"
et Acacia "gris foncé".
Les premiers résultats obtenus montrent que la variabilité génétique
de l'A. senega7 dans la zone de prospection est très faible, tant au niveau
des systèmes enzymat iques polymorphes qu'au niveau des enzymes variables
révélés (Endo peptidases et Phospho glucose déshydrogénase).
Néanmo ins, les structures des zymmogrammes et l es fréquences
alléliques obtenues sur différentes descendances semblent confirmer que
nous sommes bien en présence d'une espèce diploïde a allogamie
préférentielle. Ce premier résultat est important pour la suite du
programme d'amélioration.
Enfin, les résultats obtenus confirment ceux décrits dans le
précédent rapport, en montrant que les formes "gris clair" et "gris foncé"
semb lent plus être assoc iées à deux express ions phénotyp iques différentes
liées au milieu que deux génotypes distincts.
Cela sera confirmé par les analyses en cours.
Des études de différentes provenances d'A. senega7 représentantes de
l'aire de distribution de l'espèce au Sénégal ont également été initiées
par la DRPF-ISRA, dans le cadre d'un DEA; ces études devraient être
détaillées dans le cadre de notre prochain rapport.
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De même ces analyses ont également été initiées sur l'A. raddiana,
montrant une diversité enzymatique beaucoup plus forte notamment au niveau
du nombre de bandes observées pour les différents systèmes enzymat iques.
Les hypothèses actuelles semblent montrer une allogamie préférentielle de
l'espèce, un état de ploïdie supérieur à celui de l'A. senega7 et une
variabil ité génét ique bien plus importante dans l'a ire prospectée
(Sénégal).
Il pourrait être intéressant d'analyser cette différence apparente de
diversité entre ces deux espèces au niveau de leurs réponses relatives vis
à vis des inoculations par différentes souches de rhizobiums (voir le
paragraphe microbiologie).
Analyse des descendances
Les descendances "gris clair" et "gris foncé" ont fait l'objet d'une
analyse de variance pour ce qui concerne leur vitesse de croissance, avec
16 descendances répétées 12 fois. Si au premier mois de plantation le
phénotype "gris foncé" confirme sa vigueur précoce, on s'aperçoit que cette
différence s'estompe au cours des mesures mensuelles et qu'elles ne devient
plus significative au delà de 7 mois. Cela semble bien indiquer un effet
--~at~~riel ~ti niveau de la vigueur, et confirmer le fait que nous n'avons pas
affaire à deux variétés d'A. senega7 présentes dans le Nord Sénégal en deux
populations sympatriques. (Il n'a en effet jamais été décrit de formes
intermédiaires !)
Maltrise de la variabilité et Multiplication in-vitro
Ayant confirmé une variabilité intra-descendance incompatible avec un
système de mult"iplication autogamme, il devenait donc important dans le
cadre de ces espèces de développer les aspects de multiplication
végétative.
Nous avions alors affaire à différents problèmes dont les plus
importants concerna ient la mob il isat ion du matérie l intéressant près des
laboratoires et les problèmes classiques de rajeunissement des explants. Ce
dernier problème est particulièrement crucial en ce qui concerne la
multiplication in-vitro.
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Mobilisation du matériel
Ces travaux réalisés par la DRPF-ISRA, seront développés plus loin;
ils permettent d'ores et déjà chez l'A. senega7 de servir de support aux
introductions de boutures en culture in-vitro et à l'identification
électrophorétique des individus repérés sur leur aire naturelle.
Multiplication in-vitro
Ces travaux débutés en 1990 devraient voir leur épanouissement dès la
mise en fonctionnement du laboratoire commun ISRA-ORSrOM (URCI) de culture
in-vitro.
Dans un premier temps, ces études ont porté sur la multiplication de
différentes espèces d'acacias africains, notamment sur l'A. senega7 et sur
l'A. raddiana. Les premiers résultats obtenus montrent que la
rejuvénilisation du matériel adulte est délicate, mais aussi que la
multiplication à partir de semences est réalisable notamment dans le cas
d'A. raddiana. Par ailleurs, il a pu être mis en évidence sur cette espèce
un effet famille important ainsi qu'un effet interaction significatif entre
ces dernières et le milieu de culture testé. Si ces résultats ne sont pas
"._.'~'_.'.' -,. - ._-
encore suffisant dans le cadre d'un programme de sélection et de
multiplication, ils permettent cependant d'offrir dès maintenant à d'autres
équipes (microbiologie, physiologie végétale ... ) des plants génétiquement
ident iques, ce qu i devra it limiter l'effet de la plante-hôte dans leurs
études.
Les travaux sont poursuivis pour la multiplication des individus
adultes remarquables identifiés à priori.
MICROBIOLOGIE
Parallèlement à ces études sur la plante hôte, l'étude de la
physiologie et de la systématique des différents organismes se poursuit,
notamment au laboratoire de biologie des sols. Ces deux approches
nécessaires se retrouveront dès que les conditions de multiplication
conforme de la plante-hôte seront suffisamment productives.
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Analyse de la diversité des souches symbiotiques fixatrices d'azote
Les études menées dans le cadre du laboratoire ont permis de
démontrer qu'il existait à très grande profondeur {20-40 m} des bactéries
symbiotiques fixatrices d'azote. De même, il a pu être décrit des nodules
sur les arbres adultes d'A. raddiana, d'A. senega7 et d'A.a7bida. Cela
montre l'importance de ces symbioses non seulement au stade pépinière mais
aussi tout du long de la vie de ces Légumineuses ligneuses. De nombreuses
souches bactériennes ont été isolées, et les résultats des analyses
confirment la classification des espèces d'acacias réalisées par Dreyfus et
Dommergues {198l}. En effet toutes les souches isolées aux pieds d'A.
a7bida, ont une croissance lente sur milieu YMA, ce qui les identifient au
groupe de Bradyrhizobium, alors que les 120 souches isolées à partir d'A.
raddiana et d'A. senega7 sont à croissance rapide appartenant donc au genre
Rhizobium.
Néanmoins, un certain nombre de souches isolées sont ineffectives, et
ces souches indigènes pourraient expliquer, par un effet de concurrence, le
manque de résultats concrets dans le cadre naturel. Il y a donc un
important travail de sélection de souches effectives à réaliser. Cela
devrait pouvoir se concrétiser par les résultats décrits ci-dessus.
Para llè lement à ces études, des études taxonomiques de ces souches
sont entreprises en étroite collaboration avec le Laboratoire de
Microbiologie de Gand.
Mise en oeuvre technologique (Université de GAND)
Le laboratoire de l'Université de Gand possède une importante banque
de données taxonomiques de différentes bactéries. 1l parai ssa it important
de comparer les nouveaux isolats réalisés au Sénégal à ceux réalisés
antérieurement. {cf rapport précédent}. La techn ique de séparat ion
électrophorétique des protéines {SDS-PAGE} a été choisie en première
approche. Oans un premier temps, ces études ont porté sur les souches
nodulant A. a7bida mais ces études devraient être étendues aux autres
Acacia spp ..
Les nouvelles souches prospectées sont essentiellement réparties dans
trois sous-clusters lA, lB, et lC. On observe parallèlement un effet "site"
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important, alors qu'il ne semble pas y avoir de différence taxonomique
nette entre les souches de surface et celles de profondeur.
Afin d'affiner ces études, des hybridations AONjARNr ont été
entreprises et confirment la forte homologie entre les souches des sub-
clusters lB et lC avec les souches du genre Bradyrhizobium.
Oe plus, par ces techniques, il a été possible de montrer que
quelques souches sont regroupées en formant de nouveaux sub-clusters
appelés IF, 1 et 2. Les deux derniers semblent très proches du cluster
d'Azorhizobium.
Enfin, les études par électrophorèse SOS-PAGE se poursuivent non
seulement sur les souches issues d'A. a7bida mais aussi sur différentes
souches issues d'autres Acacia spp .. Ces études pourrait conduire à la
définition de nouveaux groupes au sein de ces bactéries.
BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALE
Si l'étude la plante-hôte et des bactéries fixatrices d'azote se
poursuivent et convergent, il est tout aussi important d'étudier les
conditions d'expression de ces associations sur le terrain, notamment en
association avec les mycorhizes, connues pour améliorer l'assimilation du
phosphore.
Ces travaux font suite à ceux présentés dans le dernier rapport et
analysent par des méthodes statistiques les résultats obtenus. Les
différents traitements sont : témoin, témoin + Rhizobium '(R), témoin +
mycorhize (M), témoin + R + M, témoin + R + phosphore. L'effet positif du
phosphore (et des mycorhizes) est de nouveau démontré tout en mettant
clairement en évidence une différence de variance dans les résultats
obtenus sur sol stérile et sur sol non-stérile. Ces différences étant
vraisemblablement liées à la présence dans le second cas de symbiotes
endogènes, perturbant les résultats tant au niveau du témoin qu'au niveau
des traitements. Cette remarque introduit une notion de compétition in-situ
dont il faudra tenir compte dans la suite de nos programmes.
C'est ainsi qu'en conditions de témoin réel (sol stérile), les effets
du phosphore sont significativement important sur la croissance des plants,
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semblant favoriser la fixation d'azote par les symbiotes (14 à 17 fois), ce
qui permet à la plante d'avoir une croissance multipliée par 5.
En sol non stérilisé, l'effet de ces traitements restent
significatifs mais pour une part beaucoup moins importante. C'est dire si
les conditions d'inoculation jouent un effet important. Une expérience au
champ à été mise en place à KEBEMER pour tester l'effet de ces différents
traitements en conditions naturelles. Cependant les difficultés liées aux
conditions naturelles du milieu et les mesures préliminaires semblent
indiquer, d'ores et déjà, une variance encore plus faible entre les
traitements que dans l'expérience sur sol non-stérile, réalisée en
laboratoire. S'il est encore trop tôt pour s'affranchir de la question,
c'est à la suite de ces résultats, qu'il sera possible d'évaluer dans le
cadre de notre programme, l'impact d'une inoculation par des rhizobiums
exogènes d'arbres plantés sur un terrain où, rappelons-le, il existe à
l'état naturel des souches de Rhizobium indigènes.
DIRECTION DES RECHERCHES SUR LES PRODUCTIONS FORESTIERES (ISRA).
Méthodologie de mobilisation du matériel végétal.
Il était important de maîtriser près des laboratoires la mobilisation
du matériel végétal principalement pour deux raisons : (i) Il est plus
facile et cela en toutes saisons de prélever de jeunes rameaux, (ii) les
techniques de rajeunissement usuelles par recépage auraient été délicates à
mettre en oeuvre sur des arbres réputées par les paysans traditionnels
comme bons producteurs de gomme (i 1 faut rappe1er qu'au Sénéga l, cette
industrie se pratique encore en milieu naturel, par la pratique de
cuei llette).
Les techniques sont maintenant au point et sont utilisées comme
telles: Les boutures de 15 cm, défeuillées, d'un diamètre de 5 à ,16 mm
(pousses de 2 à 3 ans), sont enrobées par une poudre de talc contenant 4 %
d'acide Béta-indolyl butyrique (AIB) et plantées dans une poudre de basalte
associée à un peu de sable, dans une proportion 9/3. Les gaines sont
installées sous un chassis plastique et maintenue à humidité saturante par
un arrosage bijournalier.
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Ces techniques mises au point sur du matériel tout venant sont
maintenant appliquées au clonage des génotypes sélectionnés. Pour cela, des
rameaux de 50 cm sont prélevés sur des arbres sélectionnés et maintenus
dans une toile de jute humide jusqu'au retour au laboratoire. les fragments
de 15 cm y sont alors débités et bouturées dans les conditions optimales.
Dans chaque groupe, la bouture la plus vigoureuse est retenue et constitue
la "tête de clone" qui permettra de fournir le matériel pour la culture in-
vitro.
Actuellement une cinquantaine de "têtes de clone" sont ainsi
mobil isés.
Etudes des symbioses racinaires
Parallèlement aux études réalisées par le laboratoire de biologie et
physiologie végétale, des travaux sont menées sur le piégeage de nombreuses
souches de Rhizobium sur un quinzaine d'espèces d'acacias, endémiques au
Sénégal. De même, des prélèvements racinaires sont effectués pour
déterminer la présence de mycorhizes vésiculo-arbusculaires.
la plupart des acacias sont capables de former des nodules et des
endomycorhizes.
- Par" a-i lleurs, des études du déve loppement de l'infect ion par G70mus
mosseae du système racinaire d'A. a7bida dans des buses pouvant atteindre
1,5 m de longueur montrent que la nodulation y est retardée (par rapport à
ce qui a été précédemment décrit dans des gaines de petit volume), et
surtout que l'infection endo-mycorhizienne ne se propage pas en profondeur.
Il semble donc nécessaire d'isoler de nouvelles souches de champignons
capables d'infecter le système racinaire tout du long de sa croissance,
surtout quand on connaît les profondeurs atteintes par ces racines (plus de
40 m).
l'effet du volume du vase de végétation a également été développé et
il a été observé un retard significatif pour la nodulation dans les vases
de grand volume. Néanmoins, il a été noté une limitation rapide des
paramètres de croissance pour les petits volumes. l'influence de ces
conditions devra être analysé, pour optimiser les temps en pépinières en
fonction du volume de sol exploitable dans les gaines, associé au temps
passé dans cette phase juvénile.
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Recherche d'individus d'A. senegal à haut potentiel
Parallèlement, il est aussi important de connaître les conditions de
l'expression des caractères au cours du temps, et cela tout
particulièrement pour la production de gomme chez A. senega7 et une étude
réa li sée sur une descendance performante pendant 12 années consécutives
montre l'hétérogénéité des rendements moyens annuels sans qu'il y ait
cependant de corrélation entre ces rendements et la pluviométrie (Fig 1)
Fig 1: Relation entre la production moyenne et la pluviométrie
Ces différences pourraient provenir des conditions optimales de saignées en··
fonction de la pluviométrie totale, de la chronologie des pluies et de la
microtopograhie des implantations (Il semble prouvé que les arbres placés
en haut des dunes ou dans les cuvettes ne devraient pas être saignés dans
le même temps).
Néanmoins un repérage des arbres les plus performants a été réalisé
et sur une cinquantaine d'arbres, il a été mis en évidence des différences
de production annuelle allant de 600 grammes à 5kg (année 89/90).
Enfin 10 provenances d'A. senega7 ont été identifiés au Sénégal,
prenant en compte les différences édapho-cl imat iques. Sur chacune de ces
provenances, 25 à 30 arbres ont été repérés et seront suivis chaque année.
On rappele que ces différents individus ont fait l'objet d'une analyse de
la variabilité enzymatique et qu'elles ont servie pour partie de matériel
pour la mise en place de "têtes de clone".
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l'arbre dans son écosystème.
Une étude de l'impact de la mise en défens des gommeraies naturelles
a été initiée et les inventaires effectués sur un an donnent déjà quelques
informations sur les caractéristiques écologiques et les structures
dendrométrique de ces gommeraies. Il semble qu'en un an, tant dans les
parcelles ouvertes que protégées, la régression de toutes les espèces a eu
lieu dans des proportions identiques. Il va sans dire que ces observations
devront être confirmées sur une période plus longue.
D'autre part, une étude de la consommation en eau et de la croissance
des acacias dans des associations agrosy1vico1es a été initiée depuis trois
ans. les A. senega7 et A. raddiana ont été associés à trois cultures
différentes: haricot (niébé), mil céréalier (souna) et pastèque non sucrée
(béref). En témoin 1igneux, une espèce non fixatrice d'azote a également
été intégré au dispositif, il s'agit de Zyzyphus mauritiana.
En
différence
évidence.
ce qui concerne les cultures annuelles associées, aucune
significative avec les cultures pures n'a encore été mise en
la comparaison entre les paramètres de vigueur et les consonvnations
hydriques indiquent que les associations acacias-béref se révèlent les plus
performantes, avec une mei lleure croissance pour les plus fa ib les
prélèvements hydriques.
Si les associations avec le mil arrivent en deuxième position sur le
plan de l'économie en eau, c'est pourtant dans le c~dre de cette
association que les paramètres de croissance des arbres se trouvent être
les plus mauvais.
Ces résultats devront être corrélés dans l'avenir à l'état hydrique
des arbres.
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ANNEXE l
LABORATOIR.E DE
AMELIORATION
GENETIQUE ET
DES PLANTES
ELECTROPHORESE ENZYMATIQUE D'ACACIA SENEGAL
Jean Marc LEBLANC, Jean-Paul BRIZARD et Marie Hélène CHEVALLIER
Les études précédentes (Rapport 1989-1990) et les analyses de variance
réalisées sur les descendances d'arbres "gr is clair" et "gr is foncé Il se
devaient d'être complétées par l'analyse électrophorétique des quelques 260
arbres mesurés.
MATERIEL ET METHODES -
Préparation du gel :
Les techniques sont largement inspirées par celles mises au point par M. H.
CHEVALLIER sur l'hévéa.
Le gel d'àm,don-est constitué de 42 gr d'amidon (SIGMA) dissous dans 350
ml de tampon Tris-histidine préalablement chauffé (Histidine à
0.525 gr pour 500 ml), ajusté soit à pH6, soit à pH8, (suivant les enzymes
que l'on désire révéler), avec du Tris lM.
Le mélange est chauffé au micro-onde 4 mn, dégazé, puis coulé dans un
moule en verre collé (17 X 17 X 1 cm).
L'épaisseur du gel permet l'étude de 6 à 7 enzymes par gel sur autant de
différentes tranches de 1,5 mm d'épaisseur.
Préparation des échantillons:
Pour une lecture directe des génotypes parentaux, nous avons
délibérément choisi de travailler sur les jeunes feuilles, ce qui est un
matériel plus délicat que les cotylédons, notamment au niveau des
révélations. Néanmoins, la possibilité de mobiliser le matériel (voir article
en annexe et rapport de l'ISRA), et d'avoir sur des boutures de jeunes
feuilles (même en absence d'enracinement), nous permet d'obtenir suffisamment
de matière végétale. Il faut également noter que cette technique a été
utilisée en cours d'hivernage, la température extérieure étant telle que
l'activité enzymatique des feuilles prises au champ d'expérimentation etait
quasi nulle. Un contrôle postérieur a montré que les expressions enzymatiques
étaient identiques.
Dès que les jeunes feu i lles sont coupées, elles sont mi ses dans un
papier d'aluminium sur un lit de glace pilée. Après pesée, les feuilles sont
broyées au froid dans un mortier, à raison de 300 mg de matière verte, 50 mg
de PVP pour 1 ml de tampon. Tris 0,1 M- Cystéine 0,05 Majusté à pH 7,4 avec
de l'acide chlorhydrique.
Le broyat est centrifugé au froid (4°C) à 29 000 g pendant 45 mn. Le
surnageant est récupéré et conservé par aliquotes de 50 ~l à -80 6 C.
Mise en place des échantillons:
Le gel est incisé sur toute sa largeur, et du bleu de bromophénol y est
déposé pour marquer le front de migration.
Chaque échantillon (environ 25 ~l) après décongélation lente au froid,
est imprégné dans un rectangle (1 X 0,5 cm) de papier (papier Wathman n6 3);'
de l'épaisseur du gel. Ceux-ci sont déposés dans le gel, au niveau de
l'incision. La largeur du gel, permet de contenir de 18 à 21 échantillons.
Le gel est maintenu à 16 C pendant toute la migration sur des plaques
réfrigérées et recouvert d'un film plastique surmonté d'une cuve également
réfrigérée.
Migration :
Le bac d'électrophorèse est rempli du tampon de migration correspondant
au pH du gel:
Tampon TC8 (pH8)
Tampon TCG (pHG)
Tris à 8.4 g/l, citrate à 18.G g/l.
Tris à 18.2 g/l, citrate à 10.5 g/l.
Le courant appliqué est d'intensité croissante, de 24 mA pendant la
première heure jusqu'à 55 - 60 mA en fin de migration, soit un voltage de 100
à 250 V, pour un gel de 10 mm d'épaisseur.
Dans ces conditions, la migration dure entre 4 et 5 heures.
Révélation des systèmes enzymatiques:
Le gel est découpé dans l'épaisseur en tranches de 1,5 mm.
Les "tranches Il obtenues sont disposées dans des bacs en présence de
" S0 lut ions de révé lat ion" spéc ifiques de l'enzyme recherchée et incubées à
37·C.
A l'heure actuelle, pour l'A. senga7, les systèmes ayant des
zymmogrammes significativement interprétables sont
pH 6 MDH, Diaphorase, PGD, Endopeptidase, PGI.
pH 8 SKDH, PGM, GOT, ICD.
(Les LAP devraient également être révélées car leurs variabilités
(néanmoins faibles) peuvent permettre un index de différenciation
supplémentaire).
(Voir en annexe, la liste des protocoles de révélation).
RESULTATS
Les descendances étudiées correspondent à celles étudiées dans le
précédent rapport, issus de 5 groupes d'arbres distants le~ uns des autres
d'environ 50 km. Soit:
Mbiddi Ml, M2, M3, M4
Namarel NI, N2, N4, N5
Fétéole F2, F3
Lagbar L4, L5
Thiatalgotal T3
Les enzymes étudiés sont ceux précédemment (Cf Matériels et Méthodes).
Contrairement à ce que l'on aurait pu attendre, dans le cadre de notre
étude), la diversité enzymatique d'A. senega7 est très faible, tant au niveau
des divers systèmes révélés qu'à l'intérieur de ceux-ci. Seules les
Endopeptidases et les Phosphoglucose déshydrogénases présentent une diversité
nette et fréquente. Les autres systèmes ne montrent qu'exceptionnellement une
variabilité, telles les MDH où l'on observe chez quelques individus (environ
1 %) une structure hybride sur la bande lente (structure dimérique à troi s
bandes) .
Cette absence de variabilité génétique pourrait-elle expliquer la
disparition reconnue de l'espèce A. senega7? Nous devrons, une fois maitrisé
le détermi ni sme génét ique des différents systèmes, ouvr ir notre approche à
d'autres zones écologiques où pousse cette espèce telles les zones Est-
africaines.
Sur la photo ci-jointe, on peut constater l'homogénéité des profils
électrophorétiques pour les ICD, Diaphorase et SKDH. Dans tous ces cas, s'il
existe des bandes supplémentaires, nous pensons à l'heure actuelle qu'elles
ne peuvent être dues qu'à une dégradation protéinique spécifique ou a un état
physiologique différent des feuilles lors de l'extraction.
A l'inverse, les Endopeptidases montrent un polymorphisme simple au
niveau de leurs bandes rapides. Cette étude nous a permis de prouver l'état
monomérique de la protéine (abscence de bandes intermédiaires chez l'hybride)
ainsi que l'allogamie préférentielle de cette espèce (accord des descendances
aux lois d'Hardy-Weinberg)
On constate sur cette photo que les descendants de l'arbre F3 sont pour
la plupart homozygotes pour les Endopeptidases (phénotype lent), alors qu'il
n'est pas poss ib le de di st inguer de différences s ignificat ives entre les
descendances M3 (Gris foncé) et N4 (Gris clair).
Le déterminisme des PGD reste à élucider (vraisemblablement
polygénique), ce qui pourra être réalisé par l'étude des descendances de
deuxième génération. Sur la représentation ci-jointe, on peut observer des
différences spécifiques au niveau des individus sur les pistes
3;(11,15,16,17,19,20); 18; et 21.
Ces différences ne paraissent pas être liées à un système génét ique
simple et nous avons donc choisi d'analyser leurs descendances en deuxième
génération pour comprendre ce déterminisme.
PGD
ICD
Diaphorase
[ SKDH
1Endopeptidase 1
+
o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
F3
111213\1415 16171819 20 21
M3 N4
Annexes:
Pro~ocoles de révéla~ion des sys~èmes
/ OXIDOREOOCTASES :
O.I.A. (Oiaphorase) EC 1.6.4.3
Tampon: Tris HCl pH 8.5
NADH
MTT
DCPIP
H20 D
10 ml
20 mg
2 ml
1 ml
qsp 50 ml
EC 1.1.1.42
10 ml
100 mg
1 ml
1 ml
1 ml
1 ml
qsp 50 ml
Incuber à l'étuve à 40·C.
Ajouter MTT 10 minutes après l'incubation.
I.C.O. (Isocitrique déshydrogénase)
Tampon : Tris HCl pH 8.5
Sodium Isocitrate
NAOP+
MgC12 0.4M
MTT
PMS
"."'~----------~--------_. __ ._- _.
H20 0
Incuber à l'obscurité à 40·C.
ATTENTION : le Sodium isocitrate doit être anhydride, prendre so"in de sa
conservation. (le flacon est conservé hermétiquement dans un pot contenant du
sil icage l ) .
M.O.H. (Malate déshydrogénase) EC 1.1.1.40
Tampon : Tris HCl pH 8.5 10 ml
Dl MAlATE lM pH7 5 ml
NAD+ 1 ml
MTT 1 ml
PMS 1 ml
H20 0 qsp 50 ml
Incuber à l'étuve à 40·C.
la solution au dernier moment.
EC 1.1.1.44
10 ml
30 mg
1 ml
1 ml
1 ml
1 ml
qsp 50 ml
P.G.D. (Phosphoglucose déshydrogènase)
Tampon : Tris HCl pH 8.5
6 phosphogluconic acid
NADPt
MgC12 0.4m
MTT
PMS
H20 D
Incuber à l'étuve à 40·C.
L'acide phosphogluconique doit être ajouté à
S.K.D.H. (Shikimique déshydrogénase)
Tampon: Tris HCl pH 8.5
Acide shikimique
NADPt
MgC12 0.4m
MTT
PMS
H20 D qsp
EC 1.1.1.25
10 ml
80 mg
1 ml
1 ml
1 ml
1 ml
50 ml
Incuber à l'étuve à 40·C.
B / TRIWSFERASES :
G.O.T. (Glutamate oxaloacétate transaminase)
Tampon : Tris HCl pH 8.5 20 ml
E.D.T.A 50 mg
P.V.P 200 mg
Aspartic acid 200 mg
a-Ketoglutaric acid 100 mg
H20 D qsp 50 ml
et ajouter
8 mg
15 minutes et ajouter
80 mg
Mélanger la solution 5 minutes
Pyridoxal 5-phosphate
Incuber à l'étuve à 40·C pendant
Fast Blue BB
ATTENTION: GOT est très sensible au pH de la solution de la révélation qui
doit être compris entre 8 et 8.5.
P.G.M. (Phosphoglucomutase)
Tampon: Tris HCl pH 8.5
Glucose 1 Phosphate
NADP+
MgC12 0.4m
MTT
PMS
G6DH
H20 D
EC 2.7.5.1
20 ml
100 mg
1 ml
1 ml
1 ml
1 ml
15 Jll
qsp 50 ml
Ajouter l'enzyme au dernier moment.
Incuber à l'étuve à 40·C.
rajouter le colorant et
la ml
15 mg
20 mg
qsp 50 ml
de diméthylformamide,
C / HYDROLASES :
ENDO. (Endopeptidase) EC 3.4.22.16
Tampon TRIS MALEATE pH 5.4
BANA
Fast Black K
H20 D
Dissoudre le BANA, dans 1 ml
filtrer.
Si la solut"ion est opaque, rajouter du d"iméthylformamide jusqu'à ce qu'elle
redevienne claire.
Incuber à l'étuve à 40·C.
P.G.I. (Glucosephosphate
Tampon : Tris HCl pH 8.5
Fructose 6-phosphate
NADP+
MgC12 0.4m
MTT
PMS
G6PDH
H20 D
isomérase) EC 5.3.1.9
20 ml
50 mg
2 ml
1 ml
1 ml
1 ml
15 Jll
qsp 50 ml
Ajouter l'enzyme au dernier moment.
Incuber à l'étuve à 40·C.
(liste des abréviations)
BANA : N Benzoyl-DL-Arginine B Naphtylamide Hel.
EDTA : Acide Ethylène Diaminetetraacétique, sel de sodium.
G6PDH : Glucose 6-Phosphate Déshydrogènase.
MTT : Thiazolyl Blue. (sel de tétrazolium).
NAD/NADH : B-Nicotinamide Adénine Dinucléotide.
NADP : B-Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate.
PMS Phénazine Methosulfate.
PVP : Polyvinyl polypyrrolidone insoluble.
ANALYSE [lE LA DESCENDANCE DE DEUX PHENOTYPES D'ACACIA SENEGAL
Jean-Marc LEBLANC et Jean-Paul BRIZARD
L'analyse de variance des hauteurs de plusieurs descendances d'A. senega7
a été réalisée sur l'essai mis en place en 1989 et décrit dans le précédent
rapport. Comme il existe une très forte corrélation entre les diamètres et les
hauteurs, nous ne présentons ici que les résultats portant sur les hauteurs.
Les différents phénotypes sont pour mémo ire des descendances d'arbre de
deux phénotypes reconnus au Sénégal par les populations locales, soit la forme
gris foncé, soit la forme gris clair. La forme gris foncé étant réputée plus
vigoureuse, la tendance actuelle est de diffuser les gra ines provenant de ces
formes. Notre but est de prouver qu'il s'agit en réalité de deux phénotypes
distincts, dont les formes diffèrent certes mais du fait du milieu. Des études
anciennes avaient montré chez ces deux formes des différences au niveau des
graines et au niveau de la vigueur précoce des jeunes plants descendants de ces
deux formes. L'analyse de ces différences a été réalisée sur la comparaison des
hauteurs moyennes pour les deux groupes et publiée dans le dernier rapport. Nous
avions ainsi montré que les différences de croissance relatives étaient de
l'ordre de 25% à r"orTgTnê,elles devenaient nulles après seulement 1 an.
Nous avons donc entrepris l'analyse de variance de ces différentes
descendances pour classer ces différentes populations.
Matériel et Méthodes.
PHENOTYPE MATERNEL 1 DESCENDANCES 1 ORIGINE
Gris foncé F2, F3 Fétéole
NI, N2 Namarel
Ml, M2, M3 Mbiddi
Gris clair N41, N42, N5 Namarel
M41, M42, M43 Mbiddi
L4, L5 Lagbar
T3 Tiatalgotal
Le dispositif de l'année précédente ayant été éclairci, nous avons donc
porté notre ana lyse sur ces 16 descendances di sposées en 6 blocs aléatoires
avec deux répétitions par bloc.
Cet essai a été mis en place sur le terrain de Bel Air, qui rappelons-le
n'est pas une zone représentative du milieu habituel de l'espèce notamment au
niveau de la profondeur de la nappe phréatique.
Les résultas obtenus sont présentés sur les deux pages suivantes, et
confirment les résultats précédemment obtenus. Les analyses statistiques ont été
réalisées avec le logiciel STAT-ITCF.
Résultats
Nous n'avons présenté que les analyses à 1, 3, 5, 7 mois, les analyses
intermédiaires ne sont pas significativement différentes des résultats présentés
ci-dessous.
Dans une première analyse, l'absence évidente d'effet répétition montre
bien que sile terra in est hétérogène, il est poss ib le, après compara i son avec
une autre population, de faire des blocs homogènes avec des espèces arborées,
sous condition que les semis soient suffisamment rapprochés.
Sur les tableaux ci-joints, on observera que les mesures de hauteur après
un mois de germination mettent bien en évidence la vigueur plus importante des
descendances des individus de phénotype gris foncé, mis à part la descendance de
l'arbre L5. Il faut cependant remarquer que dans un premier temps, cet acacia
avait été décrit avec doute comme un gris foncé et analysé comme tel dans notre
rapport précédent. C'est au cours d'une seconde mission avec un homme qui
pratique des saignées de gomme de façon traditionnelle, que celui-ci, après
hésitation, nous l'a décrit comme une forme gris clair.
Comme le test F l'indique, les différences entre descendances sont
hautement significatives. Elles tendront à s'amenuiser au fil des mois.
Après trois mois, les descendances de phénotypes gris foncé sont encore
les plus vigoureuses, excepté la descendance de l'arbre N2. On remarquera que la
descendance de l'arbre F3 se dégage des autres individus. Nous l'avions déjà mis
en évidence dans le précédent rapport.
A partir du Sème mois, si la descendance F3 reste la plus vigoureuse, les
descendances de phénotypes gris foncé ne sont plus les individus dont la vigueur
est la plus importante. Ces résu ltats sont ident iques en ce qu i concerne les
diamètres.
Enfin, après 7 mois, les descendances sont mélangées, et l'analyse de
variance ne permet plus de les différencier. Cela montre bien que les deux
formes distinguées dans le Ferlo ne semblent pas être d'origine génétique
différente et cela semble se confirmer par l'analyse des génotypes par
électrophorèse. Ces analyses sont en accord avec ce qui avait été décrit dans
notre précédent rapport. Il n'est donc pas surprenant de ne plus observer de
différences significatives entre les différentes descendances après sept mois.
Cette absence de différence se révèle exacte jusqu'au douzième mois comme nous
l'avions écrit précédemment.
Néanmoins, il ne faut pas oublier que cet essai a été réalisé sur un
terrain non représentatif de l'aire d'origine de l'espèce et un nouvel essai a
été mis en place dans le Fe!lojD~hra) afin de confirmer ces premiers résultats.
En première analyse, il semble que la classification entre ces deux phénotypes
soit plutôt liée à des effets du milieu, d'autant que ces deux formes ne se
trouvent que rarement dans le même micro-écosystème à l'état naturel.
Il nous faudra dans l'avenir définitivement clore ce dossier afin de
prendre en considération les phénotypes gris clair, notamment pour leur
exploitation en temps que géniteurs.
Enfin, de cette analyse, il ressort que la descendance de l'arbre F3 se
dégage conune étant la plus vigoureuse, elle sera donc l'objet d'un effort tout
particulier en ce qui concerne la culture in-vitro.
AlIALYSE DE VARIAlICE A1 J«lIS
S.C.E. DDL CARRES TEST F PROBA E.T. C.V.
MOYENS
V.TOTALE 9944.54 191 52.07
V.FACT1 5306.90 15 353.79 14.60 0.0000
V.FACT2 0.02 1 00.02 0.00 0.9741
V.INTER1X2 438.13 15 29.21 1.20 0.2730
V.BLOCS 442.27 5 88.45 3.65 0.0039
V.RESIDUEL 3757.22 155 24.24 4.92 20.6%
Genotypes Hauteurs Groupes
moyennes homogènes
F2 Gr 30.01 A
Hl Gr 30.00 A
Ml Gr 29.90 A
L5 Ge 28.92 A
M2 Gr 28.51 A
F3 Gr 27.37 AB
M3 Gr 27.17 AB
H2 Gr 26.92 AB
H5 Ge 24.12 AB
L4 Ge 22.61 Be
MU Ge 22.08 Be
HU Ge 18.11 CD
M43 Ge 17.69 CD
H42 Ge 17.40 CD
M42 Ge 16.92 CD
T3 Ge 14.67 D
test de HEWMAH-KEULS - seuil =5%
AlIALYSE DE VARIAIfCE A 3 J«lIS ~--."--' ....>~~-~-
S.C.E. DDL CARRES TEST F PROBA E.T. C.V.
MOYENS
V.TOTALE 21432.03191 112.21
V.FACT1 4531.58 15 302.11 3.49 0.0000
V.FACT2 354.28 1 354.28 4.09 0.0424
V.INTERlX2 853.68 15 56.91 0.66 0.8235
V.BLOCS 2264.40 5 452.88 5.23 0.0002
V.RESIDUEL 13428.08155 86.63 9.31 25.2%
Genotypes Hauteurs Groupes
moyennes homogènes
F3 Gr 46.85 A
F2 Gr 44.11 AB
M3 Gr 42.92 ABC
Ml Gr 41.19 ABCD
Hl CF 39.50 ABCD
M2 Gr 38.47 ABCD
L5 Ge 37.25 ABCD
H42 Ge 37.23 ABCD
L4 Ge 36.44 ABCD
H5 Ge 35.38 ABCD
HU Ge 34.93 ABCD
H2 Gr 34.17 BCD
M42 Ge 32.17 BCD
MU Ge 31.83 BeD
T3 Ge 30.50 CD
M43 Ge 29.17 D
test de HEWMAH-KEULS - seuil =5%
!HALYSE DE VARIABCE A5 IIlIS
S.e.E. DDL CARRES TEST F PROBA E.T. C.V.
IIlYERS
V.TOTALE 43109.96191 225.71
V.FACT1 7173.12 15 478.12 2.75 0.0009
V.FACT2 412.04 1 412.04 2.37 0.1216
V.INTER1X2 4061.69 15 270.11 1.55 0.0930
V.BLOCS 442.27 5 88.45 3.65 0.0039
V.RESIDUEL 26966.23155 173.98 13.19 26.4%
Genotypes Hauteurs Groupes
loyennes hOlogènes
F3 GF 64.54 A
F2 GF 57.15 AB
N42 Ge 55.70 AB
Ml GF 53.58 AB
L4 Ge 52.62 AB
L5 Ge 52.42 AB
N1 GF 51.17 AB
NU Ge 50.99 AB
M3 GF 50.50 AB
N5 Ge 49.07 AB
M2 GF 47.28 AB
M42 Ge 44.92 B
MU Ge 43.42 B
M43 Ge 43.31 B
N2 Gr 41.92 B
T3 Ge 40.67 B
test de NEWMAN-KEULS - seuil =5%
!HALYSE DE VARIAlICE A7 IIlIS
-" '- --" -...~~_.~ ....._.~_._--<-------- ._--- ._- _.
S.e.E. DDL CARRES TEST F PROBA E.T. C.V.
illYERS
V.TOTALE 120155.85 191 629.09
V.FACT1 10984.83 15 732.32 1.30 0.2101
V.FACT2 278.34 1 278.34 0.49 0.4908
V.INTER1X2 8289.34 15 552.62 0.98 0.4810
V.BLOCS 13035.86 5 2607.17 4.61 0.0007
V.RESIDUEL 87567.49 155 564.95 23.77 34.8%
Genotypes Hauteurs Groupes
lOyennes hOlogènes
F3 GF 86.64 ***
N42 Ge 76.64 ***
L5 Ge 74.08 ***
F2 GF 73.19 u*
N5 Ge 72.05 ***
L4 Ge 71.05 ***
NU Ge 70.49 ***
Ml GF 69.45 ***
M3 GF 67.83 ***
M2 GF 67.32 ***
N1 GF 65.58 ***
N2 GF 62.42 ***
M43 Ge 61.07 ***
T3 Ge 60.08 ***
M42 Ge 57.42 *u
M4l Ge 56.33 ***
test de NEWMAN-KEIlLS - seuil =5%
CLONAGE IN-VITRO D'ACACIA RADDIANA
Alain BORGEL et Yamba KPARE
1 INTRODUCTION
Les premiers essais de clonage d'A. raddiana par
microbouturage in-vi tro ont été réalisés sur du matériel jeune.
Ils ont pour but de mettre en place des plants en cultre in-vitro
afin d'en étudier les caractéristiques de croissance et
d'enracinement. Ces plants permettront ensuite de commencer à
étudier les paramètres du sevrage et de remise en conditions
horticoles.
En introduisant in-vitro 10 familles différentes sur 7 milieux
de cultures différentes, nous proposons de tester l'efficacite
pour la croissance et l'enracinement de plusieurs balances
hormonales ainsi que de mettre en évidence d'éventuelles aptitudes
familiales (effets génotypiques) fa\-orables à la croissance in-
....,-i tro.
2 MATERIEL ET MEHTODE
Les dix familles d'A. raddiana proviennent du Sénégal et ont
été récol tées en 86,88 ou 89 sui van t les familles. Pour chaque
famille nous avons semé in-vitro 2~ graines après un prétraitement
à H2S04 pur de 60mn à température ambiante. Après un mois de
culture sur milieu de germination (GER~), nous avons fait un
repiquage et un clonage sur les sept milieux étudiés. Chaque
expIant comprend un segment "-de"---la----tige avec un noeud, après
ablation de la feuille axillaire. Les mesures analysées ont été
faites après deux mois de culture. Dans chaque famille, les
individus ini t iaux on t été ains i représen tés par 1 à 8 plants
suivant la vitesse de croissance initiale du semenceau. Pour les
analyses nous n'avons pas tenté de rechercher des effets "clones",
les effectifs par clone étant trop réduits en ce début
d'expérimentation.
2.1 Matériel végétal
FAMILLES : originaires de la réglon du fleuve et du Ferlo
86/0835
88/2193
88/2194
88/2196
88/2197
89/2496
89/2498
89/2501
89/2502
89/2503
1
2.2 Milieux de culture
MILIDJ MACRO MICRO VITAlIDES Œ. Acrrr B..i\L.'\NCE HORmNALE
GER'l: ~n HEll.ER mSŒ 0.1°;; m:..~'T
O~OlA MS/~ :1S mSŒ 1% AIB O.lmg/l + GAJ O.lmg/l
O~OlB HS/2 MS ~TISŒ 1% A.IB O.lmg/l + GAJ 1.2mg/l
0201e MS/~ ~ NITSŒ 196 AIB 1.2mg/l
020lD MS/2 ~ r-.TISŒ 196 GA] 1. :lrg/l
040lMS MS/2 MS ~'1TSŒ O.~ ~1'
0102e MS/~ HEll.ER NITSŒ 0.19ô AIS O.lmg/l + BAP O.lmg/l
0102D MS/2 HEll.ER ~TISŒ 0.196 AIB O.lmg/l + BAr lmg/l
ooJ 950
NH4t'DJ ••••••825
caCl2, 2lC0.. 220
trtJ~, 7H~0 .•185
IŒ2r04 85
saccharose .. 20g
MICRO MS (oo/l)
la 8JO
~S04, 'UCO 22500
2nSQ4,7H20 86oo
HJOOJ 8JO
N~\kJ)1,2H20 250
euSQ4,5H20.....•. 25
COC12,6H20 25
FeS04,?H20 9250
N~EDTA,2H20 J7250
HIOO HELlER (ll9/U
KI 10
MnS04,~~ l00
ZnS04,?H20 10û0
H300J 10û0
CuS04,5H~0 JO
Alel3 30
NiCl2,6H20 JO
FeS04,?H20 9250
Na1EDTA,2H20 37250
2
VITA.:''!INES NITSŒ (lIYJ/l)
inositol 1oo
thiamine HCL 0.5
Ac. nicotinique 5
pyridoxine HCL 0.5
biotine 0.05
Ac. folique ..•....0.5
glycine 2
Les milieux sont gélifiés à l'AGAR (8g/1) et stérilisés à
l'autoclave à 110°C pendant 20mn sauf pour GA3 qui est stérilisé
par filtration (0.2p) et ajouté au milieu après autoclavage.
2.3 Conditions de culture
Chaque graine puis chaque expIant a été cultivé en tube de
verre fermé avec un capuchon de polycarbonate mais non scellé. Les
milieux de culture ont été répartis à raison de 20cc par tube
les portoirs ont été installés dans un module climatisé et éclairé
à 5000 lux à O.Sm. La température est 21°C nuit et 28°C jour avec
une photopériode 14h jour 1 10h nuit.
2.4 Caractères mesurés
Individu par individu, ~ous avons mesuré, deux mois après le
repiquage sur les milieux d'étude, l'enracinement en comptant le
nombre de racines apparues ainsi que la longueur de la plus
longue.
La croissance a été mesurée par la longueur de la tige de
chaque plante à la même date.
3 RESULTATS
3.1 Les effets principaux (Khi 2 )
....~ ....._ .....~.Nous._a:vons tout d' abRrd testé l'existence d'effets principaux
par le simple test de Khi~ sur la variable "nombre de racine".
Le résultat global de l'expérimentation est de 73.4% de
plantes enracinées sur un effectif total de 391 mesures.
Le test du Khi 2 a montré l'existence:
d'un effet "famille" : Khi 2 =20.11 ddl=9
d'un effet "panier": Khi 2=36.7 ddl=16
En revanche aucun effet global des milieux n'est décelable
dans nos conditions expérimentales.
3.2 Les analyses de variance
L'analyse des résultats a été poursuivie par des analyses de
variances sur le caractère "nombre de racines" (sur 391
individus). Puis, sur les plantes enracinées, nous avons fait les
analyses de variance sur les caractères "longueur de racine" et
"longueur de tige" (sur 286 inùi viduf:) .
.3
Les résultats sont rassemblés dans le tableau ci-dessous.
rutBRE DE RACINES
Moyermes Moyermes
F signification à 5% +faibles +fortes
MILIDJ 0.804 os
Th\fiLLE 2.06 .,.. 89/2498 86/0835
88/2197 88/2194
INI'ERACITOO ::!.051 ** 01020 &88/2197 0102d &88/2194
0102e &88/2197
0102e &88/2196
01020 & 88/2193
01020 &88/0835
ll"GUElJR DE RAen'E (fOur.. l1br~~:.Q) ._ ._.__
F signification à 5f~
~yeIUles
-'-faibles
Moyermes
-'-fortes
MILIDJ 0.636 os
FA.'1ILLE 2.971 ;!l:j: 88/2197 88/2196
88/2193 86/0835
INI'ERACITrn 1.687 .,.. 0102e &88/2193 0102C &86/0835'
0102C &88/2197
01020 &88/2197
LCl\Gl'EŒ DE TIGE (palU' nlJrdc 0)
F signification à 5%
~yennes
~fa.ililes
Moyennes
-'-fortes
MILIElJ 2.55 ...
FAMIU..E 2.803 ** 0102D 040lMS
INI'ERACITON 1.302 os 88/2197 86/0835
89/2496
89/2501
4
4 DISCUSSION
4.1 Les effets FAMILLES
Les résultats mettent en évidence des différences de
comportement in-vitro en fonction des familles, c'est une aptitude
génotypique à l'enracinement et au développement qui est ainsi
révélée. La famille 86/0835 présente une meilleure aptitude
globale à la culture in-vitro: meilleur enracinement, racine plus
longue, plantes plus dé\"eloppées et cela quelque soi t le milieu
utilisé. A l'opposé, la famille 88/2197 a toujours donné des
résul tats plus faibles que les autres familles pour les trois
caractères mesurés. Quelques familles sont représentées par des
effectifs faibles (11 à 16 ind.i\-idus) C8 qui peut expliquer leur
position intermédiare dans les cumparaisons de moyennes
(intervalles de ccnfiance trop étendus).
4.2 Les effets MILIEUX
Nous constatons que les sept milieux utilisés, bien que très
différents quant cl leur composi tion hormonale ne pro\-oquent pas
d'effets discernables sur les caractères d'enracinement (nombre et
longueur de racines). Une interprétation possible pourrait être
que le matériel végétal utilisé est relativement juvénile, où
l'aptitude à l'enracinement est réputée bonne et dans ce cas on a
seulement montré que aucun milieu n'était défavorable pour
l'enracinement. En ce qui concerne la croissance de la partie
_____a_$rienne, deux milieux montrent des aptitudes significativement
différentes: 0102D est défavorable à l'allongement des tiges sur
les plantes enracinées alors que 0401MS donne des résultats
significativement les meilleurs. Il est intéressant de noter que
le milieu 0401MS ne comporte aucune hormone de croissance. Tous se
passe comme si, une fois les explants enracinés, non seulement
l'ajout d'hormone au milieu ne favorise pas la croissance du
vitroplant, et de plus dans le cas de 0102D (AIB à 0.1 mg/l + BAP
à Img/l), l'action des hormones est plutôt défavorable.
4.3 Les INTERACTIONS
Nous avons auss i recherché cl car·,.1'; t ér i ser les in t erac t ions
entre les familles et les milieux, pour cela, le caractère le plus
évident à étudier est l'effet "pallier de culture" en effet un
panier correspond à une unité expérimentale de 24 plantes
regroupant en général la même famille sur· le même milieu. Pour ce
caractère, malgré des effectifs relati\-ement faibles, (11 à 23
individus), il est apparu dans les analyses de variances des
différences significatives sur les caractères d'enracinement. Nous
avons pu ainsi déterminer des couples de bon accord entre milieux
et familles pour les caractères d'enracinement
milieu 0102D et famille 88/2194
milieu 0102C et famille 86/0835
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aussi des facteurs
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4.4 Conclusions
Ces résul tats confirment clairement des comportements in-\"i tro
que l'on rencontre sur d'autres plantes;
l'effet génotypique ou même familial, dans l'état actuel de
notre étude, a toujours une contribution majeure quant à
l'aptitude à la culture in-vitro.
Les interactions génotypes-milieux sont
importants à prendre en compte quand on veut
technique de clonage in-\-i tro pour un grand
différents.
Compte tenu de ce qui précède, les effets directs des milieux de
cultures sont facilement masqués si les effectifs travaillés sont
insuffisants il est souhaitable que la parcelle élémentaire
comporte au moins 48 individus d'une même famille sur chaque
milieu testé, ainsi les intervalles de confiances des moyennes des
caractères analysés en fonction des facteurs étudiés sont fiables.
Enfin il est confirmé que, avec du matériel végétal suffisamment
juvénile, la croissance et le développement de la partie aérienne
des vitroplants enracinés ne nécessite plus d'apport d'hormone de
croissance.
Nous avons continué l'expérimentation en testant 48 nouveaux
milieux sur les mèmes familles étudiées, en mettant l'accent sur
l'action du charbon actif et des balances hormonales, les
résul tats porteront sur plus de 2400 individus, nous espérons en
plus des caractères étudiés ci-dessus, accéder à des informations.-··-~-­
sur l'action directe de chaque hormone ainsi que sur les
interactions entre hormones présentes dans le même milieu. Ce
travail fera l'objet d'un DEA qui sera soutenu en 1992 par
Monsieur Yamba KPARE.
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Au cours de l'année 1991, les isolements et l'étude des souches de
rhizobiums tropicaux ont été poursuivis et intensifiés.
Un intérêt tout particulier a été porté aux microorganismes symbiotiques de
trois arbres sahéliens, l'Acacia raddiana, l'Acacia senegal et l'Acacia albida.
En effet nous avons récemment mis en évidence des nodules sur les arbres
adultes de ces trois espèces ainsi que d'importantes populations de rhizobiums
en profondeur (20 à 40 m) sous l'Acacia albida (Dupuy et al. 1991. La
Recherche 223).'
Les travaux du laboratoire de Microbiologie des Sols de l'üRSTüM ont
permis d'isoler un grand nombre de souches bactériennes d'origines très
diverses. Toutes les souches d'Acacia albida (Figure 1) sont caractérisées par
une croissance lente sur milieu YMA et ainsi considérées comme appartenant
au genre Bradyrhizobium. Les 120 souches isolées d'Acacia raddiana et
d'Acacia senegal sont quant à elles à croissance rapide et appartiennent au
genre Rhizobium. Ces résultats sont en accord avec la classification des
espèces d'acacias de Dreyfus et Dommergues (1981) basée sur leur association
avec les différents genres de Rhizobium.
Les caractéristiques symbiotiques des nouveaux isolats ont tout d'abord été
étudiées (Tableau 2 annexe 2 et Tableau 2 et 3 annexe 3). La proportion de
souches d'Acacia albida fixatrices et peu ou non fixatrices d'azote
(ineffectives) varie beaucoup d'un site de prélèvement à l'autre. A Louga et
Diokoul le pourcentage de souches peu ou non fixatrices peut atteindre 60 à
90%. Au contraire, 90% des souches nodulant A. albida sont effectives à
Djinaki en Casamance. Globalement si l'on considère les souches d'Acacia
senegal et raddiana, on constate que peu de souches isolées sont effectives.
Même si ces Légumineuses ligneuses sont capables de noduler et comme nous
le pensons, de fixer l'azote, dans la nature la présence de souches ineffectives
annulerait ce potentiel fixateur. A la suite de cette constatation, un travail
Isolats Plante hôte
d'isolement
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important de sélection des meilleures souches fixatrices d'azote est en cours.
Seule la sélection des isolats les plus efficients, les plus compétitifs avec les
souches indigènes des sols tropicaux et les plus spécifiques pourra en effet
améliorer significativement la qualité des inoculums en pépinières.
Parallèlement à ces travaux, des études taxonomiques ont été entreprises en
collaboration avec le laboratoire de Microbiologie et de Génétique
Microbienne de l'Université de Gand. De nombreuses souches isolées
antérieurement au Sénégal et dans d'autres régions du monde ont déjà fait
l'objet d'une telle étude. Le laboratoire de Gand dispose maintenant d'une
large banque de données sur les rhizobiums. Il paraissait intéressant de
comparer la position taxonomique des nouveaux isolats du Sénégal d'origine
géographique et pédologique variées avec les souches de rhizobiums tropicaux
et tempérés déjà étudiées. La technique d'electrophorèse SDS-PAGE des
protéines cellulaires totales a été choisie comme première approche. Ce travail
a été réalisé au cours d'échanges de chercheurs et en particulier à Gand où la
méthode est standardisée et reproductible. Les résultats obtenus jusqu'à présent
concernent 70 des 90 souches nodulant Acacia albida. Les extraits protéiques
de ces souches ont été passés sur gel d'electrophorèse. La scannérisation et
l'analyse numérique des profils électrophorètiques ont permis d'établir un
dendrogramme (Figure 2). Dans cette analyse les souches représentatives des
différents groupes ou clusters de Rhizobium et Bradyrhizobium déjà
caractérisés ont été incluses. Comme l'étude des taux de croissance l'avait
suggéré, les nouveaux isolats nodulant Acacia albida appartiennent en majorité
au groupe des BradJ'rhi:obium. C'est un grand groupe hétérogène subdivisé
en sous groupes ou sous-clusters nommés lA, lB (sous cluster auquel
appartient la souche type de Bradyrhi:obium japonicum), lC, ID, lE. Les
nouvelles souches jusqu'à présent étudiées et incluses dans l'analyse numérique
sont essentiellement réparties dans les sous-clusters lA, lB et 1C. L'effet Usite
d'isolement" déjà remarqué au cours de l'étude des propriétés symbiotiques, se
retrouve dans la position taxonomique de certaines souches en particulier
. celles des forages de Louga et Diokoul. En effet la majorité des souches isolées
à Louga appartient au sous-cluster 1C, alors que celles de Diokoul sont
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regroupées dans le sous-cluster 18. En ce qui concerne les souches isolées en
surface dans des sites géographiques bien distincts, la position taxonomique est
plus hétérogène. Tout se passerait comme si les "souches de forages" se sont
multipliées en surface et ont migré en profondeur à la faveur du
développement racinaire et des eaux de percolation. Pour compléter cette
étude, des hybridations ADN/ARNr ont été entreprises. Les températures de
séparations des brins d'ADN et D'ARNr des souches choisies dans les sub-
clusters lB et 1C (LMG 10665, 10689, 10690) avec la souche type de
Bradyrhizobium (sonde NZP 5549) sont élevées (81,5°C) montrant une
homologie génique importante (Figure 3). Les premiers résultats connus
confirment donc que les souches des sub-clusters lB et 1C appartiennent
effectivement au genre Bradyrhizobium.
L'analyse du dendrogramme montre de plus que quelques souches sont
regroupées et forment des nouveaux sub-clusters nommés IF, 1 et 2. Ces
souches seront également hybridées avec la sonde d'ARNr NZP 5549. Les
sub-clusters 1 et 2 semblent taxonomiquement proche du cluster
d'Azorhizobium. Des hybridations ADN/ARNr avec la sonde d'ARNr de la
souche type du genre Azorhizobium ORS 571 seront effectuées pour les
souches LMG 10721, 10722, 10670 et 10676 afin de déterminer leur
proximité taxonomique avec ce genre.
Les études taxonomiques par SDS-PAGE sont poursuivies actuellement
pour d'autres souches nodulant Acacia albida mais aussi 'pour toutes les
nouvelles souches de Rhizobium nodulant Acacia senegal et Acacia raddiana
dont le laboratoire dispose maintenant. Des recherches effectuées en 1988
(Dreyfus et al) avaient montré l'existence de groupes distincts au sein du genre
Rhizobium. Les travaux actuels sur les souches nouvellement isolées confirme
ce résultat préliminaire. C'est sur cette base qu'une équipe du laboratoire de
Gand travaille et effectue une analyse génotypique fine en utilisant plus
particulièrement les techniques de séquençage d'ARN16S. Les premiers
résultats obtenus sont très intéressants et en accord avec ceux des chercheurs
de Dakar. Ils montrent en effet l'individualisation taxonomique de certains
rhizobiums tropicaux isolés au Sénégal. D'après les chercheurs de Gand, ces
groupes donneront naissance à deux nouvelles espèces dans le genre
Rhi;,obium et à au moins une espèce dan~ le genre Bradyrhi;,obium. Ces
résultats seront publiés au cours de l'année 1992.
La taxonomie des rhizobiums tropicaux est aujourd'hui très étudiée dans de
nombreux laboratoires spécialisés dans le monde. Ils importent pour les
chercheurs d'avoir les moyens de réaliser une première approche taxonomique
fiable afin de cibler au maximum les outils taxonomiques à utiliser et d'être
compétitifs. Le laboratoire de Microbiologie de Dakar utilise maintenant des
tests nutritionnels et enzymatiques du commerce, type galerie API 50 pour les
Rhi;,obium et type Biolog pour les Bradyrhi;,obium.
Il est très important pour les chercheurs d'accumuler le maXimum
d'informations sur le partenaire bactérien de la symbiose afin de se donner les
moyens d'accroître le potentiel fixateur des acacias sahéliens (sélection,
transfert de gènes). Il ne faut cependant pas oublier que cet objectif doit aussi
passer par une meilleure connaissance de la plante-hôte.
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Experiment 2620 Experiaent 2621
19/6/91 19/6/91
DNA: Bradyrhizobium sp. DNA: BradyrhizobiUII sp.
LlIG 10665 LlIG 10689
rRNA: Bradyrhizobium japonicum rRNA: Bradyrhizobium japonicum
NZP 5549 NZP 5549
[14C] 165 [14C] 165
Temp. cp100m %cp100m I:%cp100m Temp. cp100a %cp100m I%cp100m
50 0 e 527 3.0 3.0 50 0 e 532 3.5 3.5
55°e 260 1.5 4.5 55°e 275 1.8 5.3
60 0 e 510 2.9 7.4 60 0 e 430 2.8 8.2
65°e 640 3.6 11.0 65°e 382 2.5 10.7
70 0 e 625 3.6 14.6 70 0 e 438 2.9 13.6
75°e 1125 6.4 21.0 75°e 1035 6.8 20.4
80 0 e 1657 9.4 30.4 sooe 1677 11.1 31.5
85°e 11615 66.2 96.6 85°e 9785 64.7 96.2
90 0 e 597 3.4 100.0 90 0 e 570 3.8 100.0
Lcp100m 17557 Tm(e) 81.48 Lcp100m 15125 Tm(e) 81. 43
RNase 7987 cp100m %RNase 31. 3 RNase 9912 cp100m %l'RNase 39.6
Expel'iment 2622
19/6/91
DNA: Bl'adYl'hizobium sp.
LMG 10690
l'RNA: Bl'adyrhizobium japonicum
NZP 5549
(14e] 165
Temp. cp100m %cp100m L%cp100m
50 0 e 617 4.3 4.3
55°e 265 1.9 6.2
60 0 e 380 2.7 8.9
65°e 432 3.0 11.9
70 0 e 627 4.4 16.3
75°e 1087 7.6 24.0
80 0 e 1640 11.5 35.5
85°e 8542 60.0 95.5
90 0 e 645 4.5 100.0
Lcp100m 14237 Tm(e) 81. 21
Rnase 11275 cp100m \RNase 44.2
LABORATOIRE DE MICROBIOLOGIE DE
GAND
RAPPORT DU TRAVAIL FAIT DANS LE LMG DANS LE CADRE DU
CONTRAT CEE TS2-0169. Ce rapport contient les résultats comme
présentés par M. GILLIS à la réunion à Dakar le 14/11/91.
INTRODUCTION
Notre travail, durant les années 1990-1991, dans le cadre du contrat CEE TS2-0169 a
été fait à l'aide d'une approche polyphasique employante les techniques suivantes:
1. Etude auxanographique avec les systèmes API 50 CH, 50 AO et 50 AA par lesquels
l'utilization de 149 substrats de carbone est régistré.
2. Système de BIOLOG par lequel la première oxidation de 95 substrats est registrée.
3. Etude comparative des proteines totales avec la technique de la polyacrylamide
gelélectrophorèse (SOS-PAGE).
Les résultats obtenus avec ces trois méthodes sont analysés et groupés par analyse
numérique à l'aide d'ordinateur.
4. Etude des relations génomiques:
a. Hybridations AON:ARNr avec ~iverse sondes d'ARNr.
b. Séquençage du 16S ARNr. Cette partie du travail est faite par Dr. Anne Willems dans
ie laboratoire da Microbio!ogie à !'AFRC à Reading (Grande-Bretagne).
RESULTATS
1. Etude des bradyrhizobia isolées des sols sous l'Acacia albida
Dans différents endroits au Sénégal, Nicolas Oupuy a isolé 39 souches par forage dans
des sols sous l'Acacia albida et 30 souches provenantes d'échantillons de sols prises dans
les environs de cet arbre. Toutes cettes souches nodulent "Acacia albida . No Oupuy est venu
dans notre laboratoire à fin de charactériser (en collaboration avec B. Pot, O. Oewettinck et
un étudiant de notre équipe) cettes souches par SOS-PAGE. Les profiles obtenus ont été
comparés dans notre base de données avec plus de 200 profiles d'autres rhizobia,
bradyrhizobia et azorhizobia. Nos résultats montrent que cettes souches sont toutes membres
d'un grand c1uster gelélectrophorétique ne contenant que des souches de Bradyrhizobium . Ce
c1uster contient 5 subclusters (A,B,C,O et E). La plupart des souches (30) nodulantes Acacia
albida sont membre du subcluster C, 19 souches appartiennent au subcluster B et 8 au
subcluster A. Dans les subclusters 0 et E on n'a pas retrouvé de souches d'Acacia albida.
Pourtant 3 souches constituent un nouveau subcluster (F). Les autres souches occupent une
place séparée dans le cluster gelélectrophorétique de Bradyrhizobium
L'ADN de trois souches représentantes cettes 69 isolats ont été inclus dans des
hybridations AON:ARNr avec la sonde ARNr de la souche type de Bradyrhizobium japonicum
et les résultats obtenus (Tm(e) de 80.5 à 81°C) confirment que cettes souches
appartiennent en effet au c1uster génomique de Bradyrhizobium . Un étude phénotypique avec
le système Biolog est prévu pour toutes les souches qui nodulent Acacia albida.
2. Etude de bradyrhizobia isolés de différente espèces d'Aeschynomene
au Sénégal
Didier Alazard a isolé et characterisé une collection de souches de
Bradyrhizobium de différentes espèces d'Aeschynomene au Sénégal et dans la plupart
des cas les souches sont originaires de nodules de tiges. Les souches ont été étudiées
d'abord par SDS-PAGE. Elles appartiennent toutes au grand cluster de Bradyrhizobium
dans lequel elles sont membres du subcluster B, excepté deux souches isolées
d'Aeschynomene juliflora et une souche d'Aeschynomene afraspera qui appartiennent
au subcluster A. Le cluster phénotypique A comme décrit par Didier Alazard dans sa
thèse correspond avec un groupe électrophorétique très homogène qui fait partie du
subcluster B.
Des souches représentatives ont été inclus dans les hybridations ADN:ARNr et
dans les séquençages du 16 ARNr. Les résultats des hybridations ADN:ARNr (Tm(e) de
78.5 à 80.6 OC) montrent que cettes souches appartiennent au cluster génomique de
Bradyrhizobium . Jusqu'ici les séquençages dans Bradyrhizobium n'ont été fait que
partiellement (40-50 % du total), néanmoins les résultats montrent déjà que les
différents subclusters peuvent être distingués. Puisqu'on a trouvé une certaine
héterogénéité dans ces subclusters, plus de souches doivent être inclus à fin de tirer
des conclusions définitives. Des hybridations ADN:ADN sont envisagés à fin d'étudier
les relations génomiques dans et entre les différentes groupes.
3. Etude des rhizobia
Sesbania et Prosopis juliflora
isolés de différentes
au Sénégal.
espèces d'Acacia,
Cettes souches (55) ont été étudiées par SDS-PAGE, API 50 CH, API 50 AD, API 50
AA, hybridations ADN:ARNr et séquençage partielle de leur 16S ARNr.
Les résultats du SDS-PAGE montrent une grande hétérogenéité: les souches isolées
de Sesbania se retrouvent dans 2 clusters gelélectrophorétiques séparés, qui sont
différentes de tout autre cluster représentant une des différentes espèces de
Rhizobium. Dans un de ces clusters (le cluster S) on ne trouve que des souches isolées
de Sesbania et une souche isolée de Prosopis juliflora, tandisque le second cluster
(SA) contient des souches de Sesbania ainsi que des souches d'Acacia. Un troisième
cluster (A) aussi séparé de toute autre groupe de Rhizobium ne contient que des
souches isolées d'Acacia . Une dizaine de souches occupent une place isolée dans le
SDS-PAGE.
Les résultats auxanographiques (API 50 CH, API 50 DA et API 50 AA) confirment
les résultats de la gelélectrophorèse.
Dans l'étude génomique on a préparé
représentative du cluster SA et les résultats des
SA constitue une branche d'ARNr séparée.
une sonde d'ARNr
hybridations montrent
d'une souche
que ce groupe
Le groupe gelélectrophorétique A appartient à la branche ARNr de Rhizobium
loti (Tm(e) de 78.3 à 79.3). Le groupe S a une similarité génomique comparable avec
Rhizobium meliloti et le groupe SA.
Par séquençage du 16S ARNr les résultats d'hybridation ADN:ARNr ont été
confirmés et amplifiés. Les groupes SA, S et A représentent trois espèces génomiques.
PROJETS.
Dans le futur on va compléter celte approche polyphasique dans les rhizobia
avec:
-inclusion de nouvelles souches dans SDS-PAGE et auxanographie.
-des hybridations ADN:ADN.
-une évaluation de tous
nouvelles espèces et une
Rhizobium-Ag robacterium
nos résultats
amél ioration de
à fin d'aboutir à la description de trois
la division en genres dans le groupe
Dans les bradyrhizobia la taxonomie polyphasique va être complété par la même
approche que prévue pour les rhizobia. sauf que la phénotypie va être étudié par le
système BIOLOG. On espère arriver à une meil\eure classification au niveau des
espèces.
LABORATOIRE DE
ET PHYSIOLOGIE
BIOLOGIE
VEGETALE
RESUL'I\\TS.
Les résultats des expériences 1 et 2 ont été déjà rapportés en
part.ie (COLONN.~) et al., 1990 1991) ils figurent aux
tableaux 1. et 2. Ils ne seront pas repris dans tous leurs
dét.ails mais certains faits significatifs seront soulignés.
1. EXPERIENCE 1 EN SOL "DIOR" STERILISE.
25 semaines de végétation, le TPI0I\, "ABSOLU" montre une
biomasse sèche totale (0) ainsi que des contenus en azote (E)
et en phosphore (f) assez faibles (Tableau 1) il Y a peu de
nodositéG formée~,; (J\.) .. l'AR.'\. (8) se situe à un ni\'eau très bas
(8) et 6 9" seulement des racines sont endcnJl'corhizées (C) °
L'Acacia senegal, r'éduit à ses ~3eules capacités d'absorption en
absence des micro-organismes naturels (STERILISATIO~ PREALABLE
nu SOL) ou introduits, pousse trés mal sur ce ,sol "Dior"
sableux et dégradé.
L • inocu la t ion rh i 30bir~nne ~3eu le amé l iore un peu cet ét a t
de ch 0 ses mai s j a !TI ais s i çm i fic a t ive!ll e!1 t ; les param è t r es A, B,
C, D, E et F sont multipliés respectivement par 3 - 7 - 1,5 -
1,3 - 1,5 et 1,5 .
."'.vec l'inoculation endolllycorhizienne seule, l'augmentation
des paramètres se poursui t S(ln~: c1e\Oenir significatif, sauf pour
le pourcentage de racines endomycorhizées (1~ 25%) ce qui est
normal ; la minéralomasse phosphorée totale (F) se voit
multiplier p.::tr 5,8 ceci confirme l'effet bénéfique des
endomycorhizes.sur..._..1.'_absor.ption du phosphore (lTALA et al. ,
1983). Cette meilleure alimentation phosphorée permet le
développement de 10 fois plus de nodosités que sur le témoin
"absolu" néanmois ces nodosités sont peu efficaces l'ARA
rede\'i en t pl us fa i hl e q!.le Chi ns If:' Cd s pc§céderJ t après
stérilisation et en absence de TlOU\'(:>dU:":: Rhizobiums inl:roduits,
seuls quelques bactéries fi.':atrices amenées par l'eau
cl ' arr 0 ri age peu \' e n t i3 9 Lr f.! Il e s son t en n 01T1 b r e t rés
insuffisant. L'AR,~, la bir::omasse totale et 1<:: C(lrJtenu en azote
ne s' accrois~:ient que de 2; S tc'is par rapport au témoin "absolu"
malgré 11ne meilleure alimentation phosphorée; il ~embler qu'en
absence d'en ;=Jpport sign:ificdtif de Rhizohil.uns nouveau:--:, le
facteur limitant soit ici l'alimentation azotée.
La c10uble inoculation entr'line un!'? nOl1\'f~lle progression et
certains paramètres llIont.cer!t des différences significatives
la noc1ulation est: multiplié*,=, par 33, l'ARA par 16, le contenu
en P par 7, le contenu en \: par 5,5 et la biomasse totale comme
l'endomycorhization par pr~s d,
.' . : l , ;.~\
"il: ':ion rhizobienne qui conduit au:-.: meilleurG résultats
et permet à l'Acdci'.7 senec!al de franchir une étape réellement
significative dans son développelnent et son fonctionnement : la
nodulation s'accroit d'un fact!:ô~lIr J3 <~ ~IO, la Illinéralomasse
phosphorée et l' AR.\ cl' Lm LII:teur 1~1 Ù 17 ; la lndSSe d' azote de
la ·pL:mte est multipliée par 7 et la croi::·:st1l1ce (0) par 5.
L'apport (l,~ phosphore freine toutefois l'*,=,11dolllycorhizat:ion.
1
Tiibleau nO 1 : Effets des traitements bIologIques et mInéraux sur le fonctionnement de l'Acacia senegal en sol "Dior" stérilisé
A B c D E F
2
3
4
5
6
MASSE DE ARA POURCEN· MASSE DE MASSE MASSE DE
TRAITE- MATIERE SPECIFIQUE TAGE MATIERE D'AZOTE PHOSPHORE
MENTS SECHE DES EN DERACINES SECHE TOTALE TOTALE
NODOSITES nMC1H4·H·I.pI·1 ENDOMYCO· TOTALE D'UN D'UN
D'UN PLANT RHIZEES D'UN PLANT PLANT PLANT
en mg en mg en mg en mg
T~moln 2,87 B 110· 6,3 n 1.050 C 13,71 B 0,47 B
100 100 100 100 100 100
Inoc.ulatJon
Rhlzoblenne 8,83 B 767· 10,0 n l.388C 20,45 B 0,72 B
(ORS 1007) 308 691 159 131 149 153
InocnlatJon
Endomyco- 29,37 B 290 - 24,7 A 2.826 BC 38,06 B 2,75 B
rhlzlenne 1023 264 392 269 278 585
(Glomus m)
Double Inocu·
latJon 96,50 A 1766 • 25,0 A 4.071 AB 76,14 A 3.27 B
(ORS1007 + 3362 1005 397 388 555 696
G1omusm)
InoculatJon
IRhlzoblenne 124,30 A 1.561 . 2,7 n 4.955 A 97,32 A 6,67 A
+,30 ppm de P 4331 1419 43 472 710 1419
InoculatJon
Rhlzoblenne 144,83 A 1.935· 5,3 B 5.670 A 102,36 A 8.27 A
+60ppm deP 5046 1759 84 540 141 1760
Ecart type 24,68 789 3,8 878 14,82 1.28
-'Tableaq nO 2. : Effets des traitements biologiques et minéraux sur le fonctionnement de l'Acacia s,negal en sol "Dior" non stérilisé
~
A B c D E
p
2
3
4
5
6
MASSE DE ARA POURCEN· MASSE DE MASSE
MASSEDE·
TRAITE· MATIERE SPECIFIQUE TAGE MATIERE D'AZOTE PHOSPHORE
MENTS SECHE DES EN DE RACINES SECHE TOTALE
TOTALE
NODOSITES nMC,H4·H
o l.PI'1 ENDOMYCO· TOTALE D'UN D'UN
D'UN PLANT RHIZEES D'UN PLANT PLANT
PLANT
- en mg . enmg
en mg
enmg
Témoin 16,77 B 220 -43,0 - 2.001 B 25,80 C 1 ,94 C
100 100 100 100 100 100
Inoc.ulatlon 66,93 AB 1. 005 AB 5°,7 - 3.616 A 60,59 B 2,28 CRhlzoblenne
(ORS 1(07) 399 457 115 181 235
118
Inoculation
Endomyco. 67,50 AB 1.732 A 43,7 - 3.243 A 51,60 B
2,95 C
rhlzlenne 403 787 99 162
200 152
(Glomus m)
Double Inocu· 63,63 B . 3,07 C
lation 62,17 AB 979 AB 46 ,0 - 3.916 A
(ORSlOO7 + 371 445 105 196 247
. 158
Glomusm)
\
Inoculation . 113,43 A . 1.231 AB 31,0 -IRhlzoblenne 4.377 A 87,76 A i6,37B
+,30 ppm de P 676 560 70 219 340 328
Inoculation
..
Rhlzoblenne 131,00 A 1.670 A 27 , 7 - 4.277 A 86,92 A
8,58 A
+60 ppm de P 801 759 , 63 214 337 442
Ecart type 29,7'4 427 ,5 464 iO,09 0;49
"absolu"
constate
sur la
de
principales (logiciel STATITCFI a été
de.s expériences 1 et 2. Elle fai t
2. EXPERIENCE EN SOL "DIOR" NON STERILISE.
L'Acacia senegal, sans apport biologique ni minéral, n'est
pourtant pas ici dans le cas du témoin "absolu" précédent. En
effet, il rencontre dans ce même sol, maintenant NON STERILISE
au préalable, les partenaires rhizobiens et endomycorhiziens
qui y sont naturellement présents. Ceux-ci contribuent à
améliorer son alimentation azotée et phosphorée et par suite sa
croissance pour ce Témoin "CONDITIONS NATURELLES", par
rapport au témoin "ABSOLU" précéden t, l' endomycorhi za t ion es t
multipliée par 7, la nodulation par 5, le contenu en P par 4 et
les autres paramètres mesurés par 2 environ. Ces améliorations
restent toutefoi3 limi tées car, dans ces sols soumis à des
condi t ions de sécheresse et de tempéra t. ure déf avorabl es, les
partenaires microbiens naturels de la triple symbiose sont en
partie détruits; un "effet de nombre" doit jouer.
A partir de cette base plus élevée que le témoin
consti tuée par ce Témoin "CONDITIONS NATURELLES" on
une action significative de tous les traitements
croissance (Dl et le contenu en azote (El.
Seuls les deux traitements phosphorés entrainent des
différences positives réellement significatives pour la
nodulation (Al, et le contenu en P (FI. Ces deux traitements
freinent ici aussi l'endomycorhization (Cl.
Il faut noter ici que les trois traitements fertilisants
"biologiques" ne comportan t pas d'apport phosphoré amènenent
des améliora t ions, ' compar:ahles...des....d.i vers .paramètres ; ains i, la
double inoculation (41 n'apparaît pas comme beaucoup plus
efficace que les inoculations rhizobienne ou endomycorhizienne
seules ; ceci s'explique par la présence de bactéries
fixatrices d'azote et de champignons endomycorhiziens naturels
dans ce sol NON STERILISE en plus des micro-organismes
introduits par les différents traitements.
DISCUSSION
L'analyse en composantes
appliquée aux résultats
apparaître :
* d'une part, 'les relations existant entre les différents
facteurs et paramètres étudiés
* d'autre part, la répartition des "individus"
l'expérimentation sur c1eux a:'~es orthogonaux de coordonnées.
4.1 LE CERCLE DES CORRELATIONS.
En fonction du sens, de l'importance et des
caractèristiques de leurs variations dans l'expérimentation,
les différents facteurs étudiés, y compris les paramètres
mesurés, sont répartis sur la surface d'un cercle par rapport à
deux axes orthogonaux de coordonnées. Plus un facteur est
éloigné du croisement des axes, plllS sa variation est
significative (Figure 121.
Le facteur BLOCS est trés proche du croisement des axes,
ceci montre que les répét.itions donnaient des résultats
comparables et que la variation due aux blocs n'était pas trés
importante. C'est la garantie d'une expérimentation convenable.
2
CERCLE DES CORRELATIONS...
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POINT vu : PSN
Facteurs étudiés
FERT = Fertilisation
STER = Stérilisation
BLOC = Répétition
POINT CACHÉ: QNT
Paramètres mesurés
PSN = Masse de m,acière sèche des nodosités d'un plant
ARA = Ara spécifique ( nM C2 1\ •Hl • PI-l )
%MVA = Pourcentage de racines endomycorhyzées d'un plant
PST = Masse de matière sèche totale d'un plant
QNT = Masse totale d'azote d'un plant
QPT = Masse totale de phosphore d'un plant
Le facteur FERTILIS.'\lIO\', qui correspond au:·: si:·:
traitements appliqués, (Fiç::ure 1 := [ERT) se trouve au contraire
à la périphérie du cercle sur l'axe horizontal et très éloigné
du centre. Gr,)upP::l r}\-ec ce poinL, se trouvent les facteurs
(paramèt.res) SUi\.i::t~: :
.Jo masse de m;ltière sèche ch.=s nudosités d'un plant (Fig. l -
PSN) ,
~ masse de matière sèche totale d'un plant (Fig. 1 = PST,
* masse totale d'azote d'un plant (Fig. 1 = QNT),
* masse totale de phosphore d'un plant (Fig. 1 = QPT) et
* l'activité réductrice d'acétyl~ne (fig. 1 = ARA).
Ceci montre que ces pdra.lIlètres son t fort emen t corré l és en t re
eux et avec les trai tements du facteur FERTILIS.Z\'TION.
Sur l'axe vertical, correspundant à un type de variations
différent et de lIIoindre importance, se situe le facteur
STERILI SATION DL' SOL (Fig. l STER. ) et le çar<.1l11è tre
"pourcentage de racines endoln~·c(;rhizéc~: cl' un plant" (Tableau 1
e t 2 = C fig. 1 .::: 0" ~jV.\). En e f f e 1:, i 1 est f a cil e de v0 i r ,
d'une part, que ce paramèt.r", é\·olue différelilment des aut.res
l'a. p pOl' t de Pasurl u i une f fe t n è 9 a tif aloI' s qu' i l agi tau
contraire positivement su:c tous les autres paramètres. D'autre
part, il est possible cie constater que le "pourc(O-ntage de
racines endomycor1Jizées" ",sl un paralllèl.re qui prend des valeurs
di f f é l' e n tes selon que les l)les t STE KIL l :3 E ou I\ CJ N .
4.2 ETUDE DES INDIVIDüS.
Ce deuxi ème \Olb.Ccte ... L:.9-.!ld.1S_::::e .. 811 cUlIlposan tes prine i pa l es
situe les "indi\·ic1uE-;" des dE::u_'-.: e>:périences par rapport à deu:-:
axes or thogona LI:":. Chaque " i ndi \-i du" , correspond à chaque
répéti tian de chaque trai t.ement et, ici, d ':l plantes (voir
méthodes). Les trois répétil~ions du traitelllent "télfloin" de
l'expérience 1 sur sol STERILISE sont numérotées en tant
qu'individus de 1 à 3 ainsi de suite pour les traitements
suivants jusqu'à 18, représentûnt la t.Iuisième répétitiull du
traitement 6. Les "indi·,ic1us" l.;ocresponddnt au:.,: si:\: trail:ell1ents
de l'expérience ::: en sol NON STERILISE son t., pour leur part.,
nu IiI é l' 0 tés de 1 9 cl. J 6. ::; LIri a f.L 9 LI t· e, 2 , les trois' "i ndiv id LI S "
correspondant au.-; trois ré~éti l.ions d'un lllèwe trai telflent
peuvent être entourés ct 1 une courbe terlllée selon leur
répétitiun.
o II (; () n s ta te al 01· S Cl LI e les l (Il] .L \' .L J I.l S l cl 18 f 0 nllen L u Il
groupe trés nettelllent s';pdré de celui réLlnissanc les individus
19 à 36. Ceci veut dire que le [acteur STERILISATION DL SOL cl
Llne influence trés ne t te sur l' ensellIble de l' e>:périmen ta t iun.
Si l'on considère IlId.l.ntenJ.nt l'enselllbie sol STERILISE (1 à
18), on renlarque que les trois points représentant clïacun des
différents traitements sunt très nettellient groupés entre eu~ et
trés nettement séparés ùes qrClUpeS relatifs au:\: autres
traitements. Ceci non pdS pour- un seul pdralllètre lOais pour
l'ensemble des pardlllè ties. Dc la gauche vers la droi te du
graphique (figure 2), l'influence des c1i\8rS trait:elllents
appliqués (6 niveau:" c1u fdcLeur "fertilisat.ion") est fortement
soulignée par l'alllpljtude qui sèpdre les points représentatifs
du moins bUll traitelilent cl!::' ceu.-; représentatifs Ciu Illeilleur
traitelllent. Dalls l'onJre de leur efficacité croissante, on
tTouve les traitements suivants 1/ Lëllloin, 2/ inoculat.ion
rh izobienne, 3/ inocula t iOI1 endul1\ycorbi z ienne, 4/ double
.,
.:,
. ",-;" ,
. Figure 2 : ETUDE DES INDIVIDUS.
ReprésentatiOn plan 1 2 axe horizontal .axe vertical
Point vu: 001
Point vu : 014
Point vu : 026
LEGENDE
Point caché: 006
Point caché: 018
Point caché : 029
001, 002, 003 =sol stérilisé, témoin (témoin absolu)
004, 005, 006 = H , inoculation rhizobienne (ORS 1007)
007, 008, 008 = ., inoculation endomycorhizienne (G.m.)
010, 011, 012 = H , double inoculation (ORS 1007+ G.m.)
013, 014, 015 = H inoculation rhizobienne + 30 ppm de P
016, .017, 018 = inoculation rhizobienne + 60 ppm de P
019, 020, 021 = sol non stérilisé,
022, 023, 024 = H
025, 026, 027 = H
028, 029, 030 = "
031, 032, 033 ::: H
034, 035, 036 =
témoin conditions naturelles)
, inoculation rhizobienne (ORS 1007)
inoculation endomycorhizienne (G.m.)
doubie inoculation (ORS 1007+ G.m.)
inoculation rhizobienne + 30 ppm de P
inoculation rhïzobienne + 60 ppm de P
inoculation, 5 et 61 inucula.lioll t'1lizebienne app\)rt
phosphoré.
Pour l'ensemble "sol )Jm~ STERILISE" on peut procéder au:"
mêmes cosntatations. en notdnt toutefois
:': que le "témoin" est ici plus proche de l' a~e '/ertical que
dans le cas précédent,
:': qu'il en est de même pour les deu~ traitements phosphorés.
L'amplitude Illarquant la siç,lnification des traitements est ici
moins grande en sol No;~ STERILISE le lIleilleur traitement
donne des rendements llloins éluignés du témoin qu'en sol
STERILISE.
Ceci i 11 us tre bi en le l d.1. L que, ell COi\DITIONS CONTROLEES
(sol STERI LI ~;E) RE.'\LI8A8LL:; Al: L\8CJf:ATOIRE., Ir::; phénomène
biologique ent['J.iné pdr l' actiun du P sêta lI\ieu~ perceptible
qu'en CONDITIONS MOI~S CO~TROLEES (sol NON STERILISE) SE
RAPPROCHAi'JT DES CONDITIONS ?Ii.\'IL:RELLi:S. 1..;orsCjue l'on passera AU
CHAi'JP, EN CONDITIONS REELLE~1E:";T i\.:ù'UI-:E..1..;LE8, ce phénoIlléne, bien
établi au laboratoire, poura être etlCt)re lIluins clairement
perçu les difficLlltés de réalisatiun rencontrées pr::;u\-ent
diminuer encore l'amplitude de l f éCdrt L1e rendement entre les
traitements et donc la significatiC>li appii18nte de l'essai.
e' est pour cel: te raisoll que des essô.is au:.,: dldlllpS sunl: prévus
pour compléter l'e~périmentation.
QUATRIEME RAPPORT SUR LA BIOLOGIE ET LA PHYSIOLOGIE
L'EXPERIENCE 3 a consist~ <i mettre en pldce, dU cours de
l'hi'v-ernage 1990, un essai dU challlp, dans la localité de
KEBE~lER en milieu villo<:,[eoi=:, afin de testel les difficult.és
rencontrées en zone semi-aride pour l'epruduidre en \Taie
grandeur les résultats acquis dU L'dJorat.()ire. Il s'agit. d'un
essai en blocs randomisés CUlllprt;l1dnl: 5 répél:itions de 25 a:cbres
utiles et quatre traitements .1., t.éJIIU.lll Il/ inoculat.ion
rhizobienne seule par ORS 1007 ; 111/ appurt de phosphore seul;
IV/ inoculation rhizobielwe -:- <ippurt de 2. Les trailefllenls sont.
a.ppliqués dès la wise en YI~LlIlil1eHion en pélJinière; l'apport de
phosphore es t d~ 30 ppJIi en Jeu:·. Luis. Lei lIIise en place cl eu
lieu à partir de plants de 2,5 1I1U1S êll'·:inJi1 et dès que la.
pluviomètrie le permetLait. L'uP1K.rt de F' ~:e PC1L!L'suit en CUUl.:::
de végétation dès la lr,lnspldni:dLio[l dU Cbdlilp ..\u cours (Je 1d
première ann8e de ,·égéLalion cli'·8L:o-:es ubser\·ations,
mensurations et prélèvell1ents puur dl1a.l):ses ::;(jni~ pré,·us, ces
résultats ne sont pas enr.:;ore disponiJJles lei, il ne sera
rendu compte que des di[[iculLés renct)fi:~rées et du I~au:.,: de
survie quatre 1II0is et demi apré~: la pldutal.iun sur le terraill.
·1
DIFFICULTES RENCONTREES POUR L'ESSAI AU CHAMP; TAUX DE SURVIE.
En milieu \"illageois, la première diffit..:ulté est de mettre
l ' essai end é f e 11saI III cl e l a pré s e r ver cl e l ct diva 9 a t ion des
anirnau:", fdcileliient friands des jeunes plants, surtout en
pér iode de sécheresse dunl11 t l dque lle l a ma t i ère végé ta l e
disponible et appétente devient r·are. Sur la zone des dunes de
h:EBE!'lER, d'oLI prCJvellait le ::;01 "DIUR" utilisé, il a ét.é
possible de négucier la partil~i.pation active de la popLllation
et de ses représentants . Apl·ès le cliui:-: d'un terrain convenable
pour l'essai, la pupulation ct édifié l:ouL: autour une clôture
solide è~ partit' de iJlante:=: et Je matériau:-: \égétaw~ épineux
lOCài..l:";: .
La :3econdl~ ù.l.[ficulté d cUl1sisté à lIIi..üntenir en él:aL: ceL:te
clôture elle a été le\ée puisque sept. nlois après son
édification la clôture est toujours entretenue et remplit
toujours son rôle.
Pour se rapprucher des condi til)uS naturelles, les plants
ont été éle\'és en pépinièn; et non en Sërre au laboratuinO! ..;'u
bout d'un nll)is une ati:ûCJue de Ph}"tlJphtora sp. sur les racines
commençait.il décimer les planLs. L'n traiL:ement énergique a
l'Alliette cl permis de 18s ~3dU\·er nou Sdn~ 1I1udifier en partie
les effets des traitements. Ces effet2. restaiellL pourlant à peu
près····conforfnes·-dux résull:at:3 de::3 expériences l et 2.
La mise en place sur· le terI·ain était prévue fin juillet,
avec des plants âyés û'en\'iron deu:", mui:,; et dewi. En 1990, le
début de la saisoll des pluies cl été retardée et ICi vluviomètrie
en c1 é fic i t sur t 0 utel êl Z <:.: LI e c ,; n :::,i d [~ 1" é e. Las a. i son c1 e spI u i e s
durant peu de temps, il d fallu s'" résoudre.] mette en place
l . e:3 sai sur let e rra i n cl cl i1 :'3 l d c1 f-? u:-; i è fil e q I.l i II :z: cl i n e du moi s
d'.;'oût., avant. que la plu\"ioJllétrie Cl1lilulée ait. pu atteindre le
seuil fixé au préalable.
Plusieurs équipes de 1IIanOel.1\TeS, cunc1uil:es chacune par un
agent spécialisé, unt prucédé dvec ueaucoup de suin à la
plantation en lIlottes de l'essai. Les parcelles ul:iles ont été
plan tées en prelnier, tôt le matin, puis ë!n::-;ui te les lignes de
bordures, \·ers midi au:-; heures plus l.:hcludes cl~ plus sèches. Le
taux des il r vie (T ét 1J l e d II :, ) ç s t 1II C 1. lLoO =; él t i s f èl i san t s LI r ces
lignes de bordure.
La saison des plui~s, en 1,),)0, a été écourL:ée ; les jeunes
plants, donc. le t.êlU.'-: de l·~p.cisl:: a éte 8-"cellent, n'ont pas eu
le temps c1'élnett~re des racines sutfisallllllent prc1 fonde:3 pour
passer sans difficultés la pél:J..ode sèche qui s'étend d'octobre
1990 à juillet 1991. ,\\·ant la fin du moi:3 d'avril.i.991, il
faudra procéd8l" Ù di verSëS llienSUl"d l iuns, con trôler le taux de
survie el: é\·enl~l.Iijllell1enl IJ:cépdl·er les planL:s tr"lités pour les
remplacements. Le c1éfi<".:il h~"clrique Cie Id sélis()jJ des pluies cl
e mp ê d1 é le.s pl cl n L: es de cru î Lr e n <) rln dIe me Ilteer ta in s c1 e s
prélèvement.s pré\"us Il'(,nt pu éLl·e effectués sous peine
d'attenter à la survie des plantes.
Quat.re Illois et delni l::n\".lron apré::-; le.. plantation sur le
terrai n ,un l; l) III P 1: age cl été e [ f e c LLI é PC) 1.1 [" é t cl l.J l i r l e Lcl I.I.\: cl e
survie (t.ablectu 3). Pour les 125 plantes (lu "téllioin, il atteint.
96,8°0 96,0°" pULlr les plclnL:~s (lu l:rditelilent cOlnporLant du
..
-:Thbleau n03 : Sunie des plants selon les trnit~tnents quatre moiS et demi après la
transplantation aux champs pOur l'essai de Kébémer
(Expérimentation nOJ) : Difficultés rencontrées.
DIFFICULTES REPETITIONS.
TRAITEMENTS RENCONTREES Total -x
I II m IV V
1 Plants vivants 23 ·-25 25 25 23 121 24,2
2 Plants se dessêcbant - - 2 - - 2
3 P1anls en mauvais état - . - ~ - - - 0
TEMOIN 4 A~ue de founnis - - - - - 0
5 Attaque de chemlles - - - - - U
6 Aaaoue de te:rmiteS - - - - 1 1
7 Gênés par véJ;étarion 2 - - - - 2
8 Plants rrorts 2 - - - 2 4
1 Plants vivants 22 24 25 24 25 120 24,0
2 Plants se dessêchanl - - - 1 - 1
INOCULATION 3 Plants en mauvais étal - - - - - 0
RlllZOBIENNE 4 AtIaQue de founnis - - - - - 0
PAR ORS 5 Aaaaue de chenilles 0- - - - -
1007 SEULE 6 Anaque de termiles - - - - - 0
7 Gênés o:rr vée:écation 2 ..,- .. . ., . .."~'-'.''''",",-- -·_ .. _·2·- '-"-"-_._... -
8 Plants mans 3 1 4
1 Plants vivants 25 25 24 25 25 l24 24,8
2 Plants se dessêchant - - - - - 0
3 Plants en mauvais état 1 - - l - 2
APPORT DE 4 Au.Jque de founnis 1 1PHOSPHORE - - - -
SEUL 5 Attaque de chenilles - - - 1 - 1
6 Attaque de termiteS - 1 1
7 Gênés par végétation 2 - 1 1 4
8 Plants mans - - 1 - - 1
1 Plants vivants 25 25 24 25 25 124 24,8
2 Plants se dessechanl - 1 1 - - 2
INOCULATION 3 Plants en mauvais étal 0RHlZOBIENNE - - - - -
+
4 Att:lQue de fowmis - 1 1 - - 2
APPORT DE 5 AttlQue de chenilles - 1 - - 2 3
PHOSPHORE 6 AttKlue de termites - - - 3 - 3
7 Gênés oor vée:écation - 1 1 - - l
8 Plants morts - . 1 - - -
1 Plants vivants 21 25 19 10 23 98 19,6
CAS DES 2 Plants se dessêch:J.J1t - - 0. - -LIGNES 3 Plants en mauvais étatDE nORDURES - - - - - 0
(S uns DE 2S 4 Attaque de fourmis - - - - - 0
PLANTS 5 Attaque de chenilles - - - - - 0
AU HASARD) 6 Alctque de termiles - - • - - - ()
7 Gênés par végétation 1 - - - - 1
8 PLanl'\ morts 4 - 6 15 2 21
phosphore. Ce l:dU:--: de survie esl: tout cl fdit satisfaisant,
après déjà quelques semaines de 'sècheresse il est peu
probable qu'il restera le mèllle après quelques mois de
sécheresse c' es t Ce qui sera vérifié "ers la fin du Illois
d'a v r i l 1 9 9 l . Les 1lI e n sur d t i UliS Cl. u i se [' 0 Il t e f f e c tué e s à ce
moment ét,abliront si l'effet des tI-aitelllents est '-isible il
est vraisemblable qu'il faudra attendre la nouvelle saison des
pluies (1991) et la poursuite prénle des traitements <'l"ant de
pouvoir procèder dU:',: prélèvelnents envisagés. Pour les lignes de
bordures, plantées à lin moment moins [a\'orable de la journée,
le taux de survie est inférieur aux précédents il n'atteint
que 78,.:f"ô.
Les différents accidrC'nts ayant pu sur",'enir au:.;. plantes
v i van te.s s G n t con s i çr 11 2 .3 d2 Il S l ë t ci b l e 3. u 3. 0 n no ter Ci ;
:': plants en 1IIdUVaÜ; éta.t (s(juf:2reteu:-:, feuillage p,Ale, etc .. );
:': plantes en cours de c1éssèche!lli:;;nt (perte de::; feuilles, etc .. );
:': attaque de fourmis ;
:': attaque de chenill~s ;
~ attaque de ternlites ;
,~ envali i s s e ln e n t p cl r t i ;:; l P <'..Ir c1 ' a 1.1 t r es pl cl [d~ e s ( III cl l gré de u;-,:
nettoyages de l'essai depuis Id plantation).
b~ tol:al de ces " acc idelHs est plu:? élevés pour les plantes
soumises aw: meilleuls ü'aitelllents CO!llilie SI elles accilaient
plus lourrnis, chenilLes ettennites1?r; lJUUi le Lèllioin, 2,.J~ô
pour l' in~J(;ulation rlll.zùbielllJi=' , 7,2°" pour l'apport de phosphore
seul, 9,6% pour l'inoculation rhizobienne seule accompagnée
_.,,_,.,.. ,--,;1':"LUL__ .3PPC_:l't.plIOS 1-111c-'1' é (me i 11 e ut t 1:' Cl i t e me nt pré vis i bl e ) et Ci
pout' les lignes de bordures qui donnent les plus mau\'ais tau~..;
de survie.
A\' e c t 0 U tes ces d -1. f [ i cul té:s , i l prob cl b l e que l a
significat ion des Lrai temen l s, bien c[u' elle semble apparaî tre,
sera moins perceptible, du 1I1uin:.3 Id p['t-~lllière année, que pour
les e;-,:périences 1 et ::; el] milieu:.: mieu:: cuntrôlés. Il sera
intéressant, lorsque le:3 lllellSllt'dtlullS el: anal::'se::; seronl:
,effectuées sur cette esséii 3 de leur appliquer l'analyse en
cornposclld:es principdles, afin de voir::;i l'dlllplitude des écarts
cl e l'ende ln e n 1: en 1: rel e me i 11 eureL leplU:3 fn d 1.1 va i's t rai t e ln e n l
diminue ellcure pdr rappurl. a 1.1:-: e:,;périences précédente::;,
réalisées en condi 1: iU1LS 1I1UE1S proches des condi t iuns
naturelles.
Un essai de l abut'd toire , en ,:;onùi t ion:;; con t l'Ô l ées cl la serre,
sur sol "DIOR" :3TERILISE a IllonLré que l'inoculation
l'hi Z 0 b i e 11 n e e s e u l e cl p e LI L1 . e 1 [ e 1: ~:; S LI l'la nod L11 a ti 0 n , l cl
f 1:--:a t ion s ymb i 0 t i Cl U ë de l' a zut: e " l' Cl 1 i \Il en t .:i t lu n l1\ i né t' d 1 e e t l cl
cl-oissance de l' J,c.:dcid seuegJ.l ::;i elle li' est- pas accompagnée
d'une inoculation enclolllycorltlzienne ou, lIlieLlX, d'LIn appurL de
phosphon~ .
L'étude des individus, Cl(Hl~ l';jildly::;e en cOlllposantes
principales (ST.:\.TITCF), éLablit q:"lê puur l'enselllble des
fonctions ci-dessus, en .sol STERILISE, l'écart entre les points
représentant le llloins bon trai teillent (téllluin absolu) et le
meilleur (inoculation r1Jizobienne -"- P) est important et
significatif. La levée du facLêur limi tant "phosphore" pac
l'apport d'engrais phosphaté à ce sol est un phénomène
biologique clairellient \Ilis en é\-idl-.;nL'ê Ici la nécessité d'un
apport de P ne fait aucun duute.
Le même essi, en ::;,u1 \0\ 8T[RILI:~[, \June en conc1i tions
moins contrôlées et plus proches d~s conditions naturelles
fournit des résultats alL:lnL cians le lIIêlll8 sens mais a\'ec une
amplitude moindre ûu même éca.ri; : L", pllél10lllène biolugique reste
encore, toutefois, nettelllent perceptible.
Cette constatiull c.;uII'espund à une "perte ùe signification"
lorsque l'e~périmentdtiol1 se rdppi:ocile des conditiuns
naturelles. Elle suggt2I'e de soulIleLtre él l' épreu\:e du terrain
les résultats précédents si l'on Suullaite en L.i.r:e:c pru[it au
niveau de la vu19ariséiciul! d':.n:-icole el du c1évelcppellient.
Un essai aux challlp::; vient denc d'&tre lIlis en place dans ce
but à l'endroit d'o~ provenait le 801 utilisé dans les
expérimentations précédentes. Il est tl'Op tôt pour disposer des
rés ul t a t s ct e cet es s <J. i III a i :3, Ci a n:~ ceL t e z 0 ne 8 e 1Il i - a r ide , les
nombreuses difficulté",; l'E:'ncontl'étos E:'n quelques Diois dans la·
réalisation ~t la conduite de l'expérimentation laissent
supposer que l' ampl i t ude des écar t sent rI::' lIloins bon et lilei lleur
traitementf: sera encore plus faible qUé déins le cas
immédiatement précédent.
Ceci souligne l'intérêt de tester en vraie grandeur, dans
les condition:=-: non :,,:ullll'olées de ld ré,'ilite, le::; conclusions de
l'essai de laboratcire illitial. Les essais au:,,- cha.mps doivent
donc être développés et puursui\-is Bd \'lIe de fJl'éciser si le
phénomène biologique· incunti-';stabli::!, lilis ini~iaJ.elllen:: en
É:vid8nce au labora toire , pourra fa i :n: l'ob j;:: t d' appl i ca t ion:=-;
dans le domaine de la \I.llt;.ldli::'>:~,~ion agi:'icule ':o't du
déveloPPE:'ment.
'7
!
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DIRECTION DES RECHERCHES
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Rapport des travaux effectués dans le cadre du contrat CEF./SfD2 :
"application des symbioses plantes-fixateur d'azote-mycorhizes
et étude de la diversité génétique dcs acacia sahéliens
en vue de la mise en place de systèmes agro-sylvo-pastoraux".
Période de août 1990 à août 1991
M.H. Chevallier, P. Danthu, M. Dione et M. Ducousso
Introduction
Les travaux menés dans le cadre du projet par la Direction de Recherches sur les
Productions forestières de l'Institut sénégalais des Recherches agricoles ont pour but:
- d'étudier l'arbre (Acacia senegal) dans son écosystème.
- de rechercher des individus dflcacia senegal à haut potentiel gommier.
- de multiplier végétativement lflcacia senegal et d'en conserver des clones
- d'étudier la diversité inter et intra provenance dflcacia senegal au Sénégal.
- d'analyser les systèmes symbiotiques des acacias.
En cette deuxième année du projet, les actions ont été menées dans plusieurs
directions distinctes et complémentaires.
- Après une mise au point méthodologique, l'étude de la croissance et de l'efficience
de l'eau dans 9 associations agrosyl vicoles différentes a été ini tiée.
- L'étude de la dynamique des gommeraies naturelles a débutée.
- Le suivi de la production de gomme arabique chez les individus à haut potentiel et
l'élargissement de la prospection des indi vidus à haut potentiel ont été réalisés.
- L'aire sénégalaise de l'Acacia senegal a été prospectée et des provenances ont été
installés, c'est à dire, qu'un certain nombre d'individus représentatifs du peuplement
retenu ont été repérés et sélectionnés.
- La méthodologie de mobilisation des copies végétatives d'Acacia senegal adultes a
été mise au point définitivement. Cette phase a été menée sur du matériel tout venant
prélevé dans la station de Bandia.
- Des copies végétatives de chaque sujet sélectionné lors des prospections ont été
mobilisées en utilisant la méthode mise au point. Les Acacia senegal sélectionnés sur deux
critères principaux: la croissance juvénile ct la production de gomme arabique ont été
clonés avec pour objectif de mettre en place des essais multiclonaux-multilocaux
permettant de repérer les génotypes les plus performants afin de les rassembler dans un
verger à graines de clones qui produira en libre pollinisation des semences améliorées.
- Les systèmes symbiotiques des acacias, Rhizobium et mycorhizes ont été étudiés.
1· L'arbre dans son écosystème
1-1 : Nutrition minérale et efficience de l'eau dans les associations agrosvlvicoles
Etude de la consommation en eau et de la croissance des acacias dans les
associations agrosylvicoles
1-1-1 : Matériel et méthodes
Le dispositif a été mis en place dans l'enceinte du CRZ de Dahra. Les mesures de
diamètre et de hauteur ont été effectuées une fois par an. Quant aux mesures de
consommation hydrique, elles ont été faites à un rythme mensuel depuis leur démarrage en
septembre 1990.
Les acacias ont été associés à 3 cultures différentes: le haricot (niébé), le mil
(souna) et la pastèque non sucré (héref). En vue de l'évaluation de l'action améliorante des
acacias fixateur d'azote sur la fertilité du sol, un troisième arbre, non fixateur d'azote,
Zizyphus mauritiana a été associé dans le même dispositif aux trois cultures précitées.
Ainsi, nous obtenons 9 associations agrosylvicoles différentes. Trois placeaux
témoins où chaque culture est seule, sans, arbre associé, ont été installés à coté.
Les placeaux agrosylvicoles sont des unités de 9X9 =81 arbres à écartement de
7X7 m. Les placeaux de culture seule sont de 50X50 m =0,25 ha.
Pour évaluer la croissance et la survie, des mesures de circonférence, de hauteur
et des comptages sont réalisés une fois par an sur un carré intérieur de 8X8 =64 arbres,
laissant ainsi une ligne de bordure qui n'est pas prise en compte.
Les mesures de consommation en eau ont été effectuées avec une sonde à neutron
de marque CAMPBELL 503 DR ; les tubes d'accés de 6 m de longueur ont été placés au
centre du placeau. Les mesures commencent à une profondeur de 15 cm, puis tout les 15 cm
jusqu'à 105 cm, puis tout les 20 cm jusqu'à 205 cm, puis tout les 30 cm jusqu'à 295 cm puis
tout les 40 cm jusqu'à 600 cm.
1-1-2 : Résultats dendromètriques
En ce qui concerne les rendements des cultures associées, aucune différences n'a
été mise en évidence entre les associations à la première année de culture. Les deux années
suivantes, les cultures ont mal terminé leur cycle à cause de l'invasion d'insectes ravageurs et
d'animaux.
L'analyse de la hauteur montre une décroissance des arbres entre 1988 et 1989.
Cela est du au broutage des jeunes pousses par les animaux. Ainsi, les comparaisons des
performances dendromètriques dans les associations sont essentiellement basées sur la
circonférence.
-Acacia senegal + cul tures.
Durant les deux premières années, les meilleures performances sont celles
obtenues dans les associations avec le niébé ou le béref. A partir de la troisième année,
l'association avec le béref passe nettement en tête, suivie de l'association avec le niébé.
- Acacia raddialla + cultures.
L'évolution est similaire à celle de l'association avec le Zizyphus mauritiana.
Cependant, la supériorité dendromètrique apparue en première année dans l'association avec
le niébé se maintient les deux années suivantes. L'association avec le béref se place toujours
en deuxième position.
- Zizyphus mauritialla + cul tures.
Les performances de cette essence sont toujours moins bonnes dans l'association
avec le mil. Ceci apparait aux premières évaluations, 5 mois après la plantation. L'association
avec le niébé donne les meilleures performances (tableau 1).
Tableau 1 : Classement de la croissance et de la consommation hydrique des associations
agrosylvicoles
Acacia selleRaI Acacia raddiana ZizYVhus mauritiana
Niébé Mil Beref Niébé Mil Beref Niébé Mil Beref
rang de croissance 2 3 1 1 3 2 1 3 2
rang de consommation 2 1 2 1 2 3 1 3 2
hydrique
Période arbre 1 2 3 1 2 3 3 2 1
consommation globale 2 1 3 1 2 3 1 3 2
1-1-3 : Discussion
Ces résultats montrent que le comportement des acacias est très variable selon
l'espèce ou selon la culture où même selon qu'on est en première ou en troisième année de
mise en culture.
Il apparait que le mil est toujours défavorable à la croissance des arbres quelle
que soit l'espèce ou la rotation.
Avec le béref, Acacia sellegal donne les meilleurs résultats de croissance à la
troisième année. Les associations de cette culture avec Acacia raddiana ou Zizyphus
mallritialla ont un niveau de performance situé entre celui des associations avec le niébé et
celui des associations avec le mil.
1-1-4: Consommation en eau des associations
En général, les associations avec le Zizyphus mauritiana consomment plus d'eau
que les associations avec les acacias. Quel que soit l'arbre, l'association avec le mil à une
consommation presque invariable autour de 110 mm durant la période entre septembre 90 et
.. . - .-
mai 91 (tableau 2).
Les associations Acacia raddiana ou Zizyphus mauritiana avec le niébé
consomment deux fois plus d'eau que l'association avec Acacia senegal. 139 et 140 mm
respectivement pour Acacia raddiana et Zizyphus mauritiana contre 66 mm pour Acacia
senegal.
Les associations des acacias avec le béref prélèvent de 30 à 60 mm d'eau, donc
consomment moins que l'association avecZizyphus mauriliana qui en prend 126 mm.
Les cultures réalisent leur cycle durant la période de septembre à janvier. Leur
impact sur les consommations en eau des associations se localisent à cette période.
Dans les associations où Acacia raddiana est en présence du niébé, la
consommation de 124 mm est double de celle où cet arbre est en présence du béref: 55 mm.
Pendant la saison sèche où la consommation hydrique est essentiellement le fait
des arbres, on note que la consommation varie très peu dans les associations avec le mil: 7 à
9 mm. Les associations des acacias avec le béref ont toutes une consommation quasi
identique, 5 fois moins élevé que l'association du ZizyphllS maurifialla avec cette culture: 2
mm pour les acacias et Il pour ZizypllllS mallrilialla.
Les consommations hydriques les plus élevées sont enregistrées dans les
associations des acacias avec le niébé ; 15 à 32,5 mm. Le record est dans l'association Acacia
sellegal niébé : 32,5 mm.
Tableau 2 : consommation en eau mensuelle saisonnière et annuelle des associations
agrosylvicoles
Acacia sellegal Acacia raddiana Zizyphus mauritiana
Niébé Mil Beref Niébé Mil Beref Niébé Mil Beref
sep 90 197,7 265,6 174,7 265,9 267,4 218,4 264,1 266,8 266,9
oct 90 178,7 264,3 168,3 265,0 263,5 170,9 263,0 265,5 266,6
jan 91 164,4 138,9 142,0 141,4 163,7 163,2 118,8 162,8 151,9
mai 91 131,9 130,0 140,0 126,5 155,8 161,2 114,8 155,9 140,6
ETR jan/sep 33,3 126,7 32,7 124,5 103,7 55,3 149,3 104,0 115,0
ETR mai/jan 32,5 8,9 2,0 14,9 7,9 2,0 4,0 6,9 Il,3
EIRtotale 65,8 135,6 34,7 139,4 111,6 57,3 149,3 110,9 126,3
1-1-5: Conclusions
La comparaison des performances dendromètriques aux consommations
hydriques correspondantes fait ressortir les associations acacias béref comme optimales car
elles donnent les meilleures croissances avec les plus faibles prélèvements hydriques. Ceci
est illustré dans le tableau 1 où sont reportés les classements au point de vue croissance et
consommation en eau des différentes associations. Ainsi, au mois de mai, dans les
associations avec le béref, l'eau est encore disponible pour les arbres étant donné que les
stocks hydriques sont encore proches ou même dépassent le point de flétrissement qui
correspond à 148.0 mm (tableau 2).
Les associations avec le mil viennent en deuxième position sur le plan économie
d'eau alors que les performances dendromètriques sont les moins bonnes. Les types
d'associations auront donc tendance à mieux favoriser la recharge des nappes phréatiques par
le report de stock hydrique d'une année à l'autre.
Ces conclusions seront à l'avenir corrélées à l'état hydrique des arbres,
notamment par des mesures de potentiel hydriques renseignant sur la régulation stomatique
de la transpiration chez les divers arbres. La méthode a déjà été mise au point pour Acacia
senegal et A. raddiana . En ce qui concerne la phénologie foliaire des arbres on note que les
consommations hydriques citées correspondent à une phénophase de chute progressive des
feuilles traduisant donc une faible activité physiologique. Pour toutes les espèces, aucune
différence notoire n'apparait entre les associations sur le plan phénologique (tableau 3). Un
fait remarquable est l'apparition des premières fructifications (comestibles) dans l'association
Zizyplllls mallritialla niébé.
Tableau 3 : évolution de la phénologie des arbres en associations agrosylvicoles
Acacia senegal Acacia raddiana Zizyphus mauritiana
Niébé Mil Beref Niébé Mil Beref Niébé Mil Beref
oct 90 Fe3 Fe3 Fe3 Fe3 Fe3 Fe3 Fe3 Fe3/Frl Fe3/Fr
fev 91 Fe4 Fe4 Fe4 Fe4 Fe4 Fe4 Fe4 Fe4 Fe4
avr 91 Fe4/Fe5 Fe5 Fe5 Fe5 Fe5 Fe5 Fe5 Fe5 Fe5
juin91 Fe5 Fe5 Fe5 Fe5 Fe5 Fe5 Fe5 Fe5 Fe5
Fel à Fe2: début de feuillaison
Fe3 à Fr: maximum de la feuillaison
Fe4 à Fe5: chute des feuilles
1-2 : Etude des effets de la mise en defens des gommeraies naturelles
1-2-1 : Description de la méthode d'étude
Pour cette étude, le dispositif a été installé dans la parcelle J de la concession du
CRZ à Dahra. Ce dispositif comprend trois placeaux de 4 ha (200 X 200 m) subdivisés
chacun en quatre placettes pour faciliter l'inventaire complet des différentes espèces
ligneuses.
Le premier placeau représente le traitement "gommeraie ouverte" ; il est situé à la
façade Nord externe de la concession. En face, ducoté intérieur de cette façade, se situe le
traitement dit "gommeraie mis en défens", entièrement clôturé depuis Août 1990 avec du
grillage Ferlo. Avant cet aménagement, il n'y avai t que la clôture de la concession à trois
rangs de fil de fer barbelet, perméable aux petits ruminants. Le dernier placeau, situé à
l'Ouest du deuxième représente le traitement "semi-mise en défens" car la protection à ce
niveau est moins hermétique que la clôture Ferlo.
Les inventaires effectués au départ en septembre puis un an après donnent les
caractéristiques écologiques, les structures dendromètriques des gommeraies. Leur
comparaison renseigne sur l'évolution de ce mileux.
1-2-2: Résultats
1-2-2-1 : Caractéristiques des peuplements
Avant les interventions, les deux gommeraies situées dans l'enceinte du CRZ de
Dahra présentent, toutes espèces confondues 2,5 fois plus d'espèces que celles situées en
dehors. La densité moyenne est d'environ 240 individus.ha"J dans la concession et de 96 à
l'extérieur. La densité est de 104 individus.ha"J dans la gommeraie de Mbiddi, site le moins
arrosé.
Les six principales espèces, représentant au moins 75 % de l'effectif total dans
chaque gommeraie sont: Acacia senegal, Balanites aegyptiaca, Combretum aculeatum,
Feretia apodamhera, Acacia seyal et CommipJwra africana.
La proportion d'Acacia senegal va de 24 à 38 %. On note au départ des
observations que cette espèces est la plus représentée dans la gommeraie dite "semi-mise en
defens". Cela est probablement du au fait de sa situation peu accessible au bétail avant
l'intervention (tableau 5). Balanites aegyptiaca prédomine dans la gommeraie ouverte et
Combretum aculeatum prédomine dans la parcelle contigue à celle-ci, toutes deux
préalablement fréquentées de façon identique par les petits ruminants.
1-2-2-2: Observations après les interventions de mise en defens
Dans les deux gommeraies non protégées, on note pour Acacia senegal une
régression de 5 à 6 % tandisque dans les gommeraies protégées, on observe une
augmentation du même ordre. Il en va de même pour les espèces compagnes comme:
Balanites aegyptiaca, Combretum aculeatum et Grewia bicolor. Seul Combretum aClileatlim
ne subit pas de régression de ces effectifs en gommeraies non protégées.
La forte mortalité dans les gommeraies protégées est due probablement à
l'influence des mares qui sont plus étendues dans celles-ci et représentent 4 à 6,5 % du site
contre 2 % dans la gommeraie ouverte alors que les mortalités y sont réputées plus élevées en
cas de sécheresse (Poupon 1977) comme celle enregistrée à Dahra en 1990 (200 mm contre
360 mm de moyenne pour les 10 dernières années).
1-2-2-3 : Structure dendromètrique de la gommeraie
La répartition des effectifs par classe de diamètre indique que les gommeraies de
Dahra sont relativement jeunes: plus de 70 % des sujet ont un diamètre inférieur à 3 cm. La
proportion de sujets adultes ne dépasse pas 27 %. Cette structure est à l'opposée de la
gommeraie de Mbiddi où les jeunes sujets constituent 44 % des effectifs alors que les sujets
âgés (diamètre supérieur à 4 cm) representent plus de 50 %.
1-2-3: Conclusions et perspectives
Un an après les interventions de protection l'évolution des gommeraies se
caractérise par une régression dans des proportions identiques de toutes les espèces.
Pour les années à venir, dans les relevés, il sera tenu compte de la
microtopographie des parcelles, cela afin de mieux appréhender l'influence de cet élément sur
la dynamique des gommeraies.
II· Recherche d'individus à haut potentiel
La première étape de cette action consiste à faire le point des acquis concernant
les critères relatifs à la production de gomme. L'analyse des tests de saignés effectués à
Mbiddi en 1982 a permis de retenir un certain nombres de variables.
Ensuite, l'extention géographique de la recherche des individus à haut potentiel a
été réalisée par des tests de saignées opérées à Mbiddi et à Mbeuleukhé, au sud de la zone
gommière.
Des prospections ont été réalisées dans l'aire sénégalaise d'A.cacia senegal afin
d'installer des provenances; c'est à dire de repérer et sélectionner un certain nombre d'arbres
représentatifs des peuplements retenus.
11-1 : Evolution du rendement en gomme des individus à haut potentiel
Les rendements en gomme arabique au cours des 12 dernières années pour les
sujets performants appartenant à la descendance F22 sont présentés dans le tableau 4.
Tableau 4 : Production moyenne de gomme arabique des sujets de la descendance F22 et
pluviomètrie
Année Production moyenne (g) Pluviomètrie (mm)
1979 920,3 218,6
1980 209,4 197,9
1981 531,1 318,3
1982 664,4 231,8
1983 373,3 155,6
1984 0 84,5
1985 0 280,8
1986 0 312,6
1987 58,3 347,3
1988 373,1 344,5
1989 404,1 452,2
1990 o . 224,4
La performance moyenne de production est très variable d'une année à l'autre.
Trois difficultés apparaissent alors dans la recherche des individus à haut potentiel:
- la période optimale pour la saignée. La date de saignée où les arbres produiront
le maximum varie d'une année à l'autre donc, si les saignées ne sont pas réalisées à ce
moment précis, l'expression du potentiel n'est que partielle.
- Cette situation arrive aussi avec les pluviomètrie variables de l'hivernage. Un
hivernage déficitaire fait baisser la production donc affecte aussi le potentiel. Les différences
de site qui font que la période optimale de saignée de sujet situé en dune est très différente de
celle des sujets en dépression. Par exemple pour une meilleure expression du potentiel des
sujets vivant dans une dépression, les saignées doivent être effectuées en janvier-mars alors
que ce sera en octobre pour les sujets de dune.
II-2 : Prospection des individus à haut potentiel
Le tableau 5 montre qu'une cinquantaine d'individus sont répertoriés à Mbiddi et
Mbeuleukhé. Les performances de production vont de 650 grammes à 5 kg de gomme par
an.
Ces différents sujets répertoriés dans le tableau 5 peuvent constituer le matériel
génétique à mobiliser pour être introduit en cultures in vitro.
Tableau 5 : Répertoire et localisation des sujets performants
Référence Nombre d'année sol Localité site production en g
de suivi en 1989/ 1990
Descendance F22
sujet 15 12 2 Mbiddi Dépression 874,1
sujet 17 12 2 Mbiddi Dépression 1156,6
sujet 19 12 2 Mbiddi Dépression 587,5
sujet 21 12 2 Mbiddi Dépression 749,5
sujet 23 12 2 Mbiddi Dépression 773,5
sujet 28 12 2 Mbiddi Dépression 584,9
sujet 29 12 2 Mbiddi Dépression 663,6
sujet 42 12 2 Mbiddi Dépression, 653,6
M8 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 925
M21 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1131
M24 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1669
M63 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1564
M64 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 793
M70 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1130
M85 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 950
M86 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1043
M87 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1512
M88 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1098
M90 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1200
M% 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 950
P25 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1220
P26 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1399
P27 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 2102
P28 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1218
P30 1(88/89) 4 Mbelùeukhé sommet dune 1072
P31 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1380
P36 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1431
P37 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 2113
(Tableau 5 suite)
P38 1(88/89) 4 MbeuJeukhé sommet dune 1029
P40 1(88/89) 4 MbeuJeukhé sommet dune 2233
P41 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1921
P46 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 5488
P48 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1912
P49 1(88/89) 4 Mbeuleukhé sommet dune 1086
RP75A-69 1 4-3 Mbiddi Sommet dune 747
RP75A-72 1 4-3 Mbiddi Sommet dune 865
RP75A-118 1 4-3 Mbiddi Sommet dune 951
RP75B-200 1 4 Mbiddi Dépression 724
RP78A-19 1 5 Mbiddi Replat 1269
RP78A-23 1 5 Mbiddi Replat 982
RP78B-48 1 5 Mbiddi dépression 1657
RP78B-79 1 5 Mbiddi dépression 724
RP78C-91 1 5 Mbiddi Sommet dune 812
RP78C-94 1 5 Mbiddi Sommet dune 853
RP78C-95 1 5 Mbiddi Sommet dune 1297
RP78C-l00 1 5 Mbiddi Sommet dune 1694
RP78C-101 1 5 Mbiddi Sommet dune 1182
RP78C-I07 1 5 Mbiddi Sommet dune 1074
RP78C-lll 1 5 Mbiddi Sommet dune 784
RP78C-133 1 5 Mbiddi Sommet dune 828
RP78C-145 1 5 Mbiddi Sommet dune 1277
RP78C-I46 1 5 Mbiddi Sommet dune 1705
RP78C-I48 1 5 Mbiddi Sommet dune 881
YY9-2 1 4 Mbiddi Sommet dune 704
sol 2 : sols ferrugineux tropicaux peu lessives à pseudo-gley de profondeur
sol 3 : sols ferrugineux tropicaux peu lessivé
sol 4 : sols bruns rouges subarides intergrades sols ferrugineux sur matériaux sableux dunaires
sol 5 : sols bruns calcaires
11-3: Prospections et installation de provenances d'Acacia senegal
Des provenances df\cacia senegal ont été installées afin de couvrir au mieux
l'aire de répartition de cette espèce au Sénégal. Les provenances ont été installées dans les
zones écologiques sahéliennes et soudaniennes en tenant compte d'éventuelles particularités
édaphiques, par exemple Ngane est une provenance installée sur tanne. Sinthiou Dialy
représente, à l'est du Sénégal, la limite sud de l'espèce.
Dans chaque peuplement retenu, 25 à 30 arbres séparés les uns des autres par au
moins 150 m ont été sélectionnés, marqués, et repérés très précisément afin de pouvoir être
suivis année après année. Sur chaque sujet ont été ou seront récoltés des graines et des
boutures. Le tableau 6 présente la liste des provenances installées au Sénégal.
Tableau 6 : liste des provenances dltcacia senegal installées au Sénégal
Provenance Nombre Poids de semences
Origine Lat-N Lon-W semenaers récolté (g)
Thiarène 15°55 15°55 25 8690
Diaménar 15°58 15°55 29 12775
Vélingara 15°00 14°30 25
Pété 16°05 13°58 26 5792
Da"iba 15°22 13°05 26
Ranerou 15°18 14°05 25 14655
Kidira 14°27 12°15 25 8188
Namarel 16°15 14°55 25
Ngane 14°12 16°12 30 2880
Sinthiou Dialy 14°20 13°20 15
III· Multiplication végétative d'Acacia senegal
III-i : Mobilisation des Acacia senegal-mise au point définitive de la technique
Les résultats présentés ici reprennent et complètent ceux exposés pour le premier
rapport. Ils présentent la méthodologie qui paraît, dans l'état actuel de nos connaissances la
mieux appropriée au but fixé.
La mobilisation des ortets près du laboratoire et leur rajeunissement est une étape
préalable essentielle à la multiplication clonale d'arbres adultes par microbouturage (culture in
vitro ).
Le choix du matériel végétal de départ devant répondre à un certain nombre de
critères:
- pouvoir être récolté en brousse en un unique passage afin de limiter les
missions. Il était difficilement envisageable de repérer un arbre, le recéper puis revenir le
mois suivant récolter les rejets. Cette méthode aurait exigé la mise en défens des individus
sélectionnés et l'accord du propriétaire.
- récolter un matériel végétal pouvant résister plusieurs jours dans des conditions
sommaires avant la mise en place en pépinière. Cette contrainte exclue l'utilisation des
pousses herbacées.
Nous avons donc décidé de choisir comme matériel de base des fragments
lignifiés directement prélevés dans le houppier d'arbres adultes.
Le bouturage est réalisé en chassis, sous ombrière, sur un substrat drainant: la
brisure de basalte. L'arrosage est assuré en fonction des besoins du matériel végétal.
L'influence d'un certain nombre de paramètres sur le bouturage de l'A. senegal a
été mesurée sur des rameaux prélevés sur des arbres âgés de 13 ans élevés dans la station de
Bandia.
Le taux d'enracinement des boutures, 90 j après la mise en place (expérience
effectuée en mai) est optimal pour des boutures lignifiées dont le diamètre est compris entre 5
et 16 mm (pousses de 2 ou 3 ans). Pour des diamètres inférieurs, la survie des boutures est
nulle et pour les diamètres supérieurs, l'enracinement est nul bien que 50 % des boutures
émettent des rameaux (Tableau 7).
Tableau 7 : Influence du diamètre des boutures d'Acacia senegal (l5cm, défeuillées, traitées
par AIB 4%) sur le développement de ces dernières (test de Newman-Keuls au seuil 5%)
Diamètre de la Taux de Taux de Taux de
bouture (mm) bL vivantes bL ramifiées bL racinées
~5 Oc
5-10 93a 30a 45a
10-16 68b 36a 39a
~16 SOb 43 a Ob
Comme le montre le tableau 8, les boutures de longueur 15 cm présentent le
meilleur compromis entre l'enracinement et la présence de rameaux. Les boutures plus
longues dessèchent et meurent et les boutures plus courtes (7 cm) ont trop peu de bourgeons
réactifs et présentent un taux de ramification déficitaire.
Tableau 8: Influence de la longueur de la bouture d'Acacia senegal sur son devenir (boutures
de diamètre 10-16 mm, défeuillées, traitées par AIB 4%)
Longueur de la Nombre de Nombre de Nombre de
bouture (cm) bL vivantes bL ramifiées bt. racinées
7 57a 7b 47a
15 68a 36a 39a
23 7b 7b 7b
L'ablation des feuilles préexistantes sur les boutures avant mise en place est un
facteur qui favorise l'enracinement (Tableau 9), il est donc possible d'émettre l'hypothèse
que les feuilles âgées sont la source d'un inhibiteur d'enracinement comme cela a déjà été
montré sur l'Ellcalyptlls grandis.
Tableau 9: Effet de l'ablation des feuilles des boutures d'Acaciasellegal sur leur devenir
Feuillaison
de la bouture
défeuillée
4 feuilles
Nombre de
bt. vivantes
68a
39b
Nombre de
bt. ramifiées
36a
30a
Nombre de
bl. racinée
39a
Il b
L'enracinement est significativement amélioré par un traitement auxinique de la
base des boutures avant mise en place. La formule retenue est l'enrobage par une poudre de
talc contenant de l'acide-indolyl acétique. La concentration en AIB la plus favorable est de 4
% (Tableau 10). Cependant le facteur capital de la réussite du bouturage de l'Acacia senegal
est la période de prélèvement des boutures comme le montre le tableau 11.
Tableau 10 : Influence de la teneur en AIB de la poudre d'enrobage sur l'évolution des
boutures d'Acacia senegal (défeuillées, 10 mm de diamètre, 15 cm de long)
Teneur en Nombre de Nombre de Nombre de
AIB (%) bt. vivantes bt. ramifiées bt. racinée
0 64a 29a Ob
1 43a 18 a 7b
2 71 a 21 a 14 b
4 68a 36a 39a
8 43 a 25a lIb
En utilisant les conditions optimales (boutures de 1 cm de diamètre, 15 cm de
longueur, défeuillées avant mise en place et traitées par AIB 4 %) le taux d'enracinement
s'élève à plus de 70 % après 90 j si le prélèvement est fait en hivernage Uuillet-septembre)(
Tableau Il). En milieu de saison sèche, seules 10 % des boutures s'enracinent. Les résultats
obtenus dans les tableaux 7, 8, 9 et 10 sont conformes à la valeur obtenue dans la période
intermédiaire (avril-juin).
Tableau Il : Evolution du taux d'enracinement des boutures d'Acacia sellegal en fonction de
la période de prélèvement.
Période de prélèvement
Janvier-mars
avril-juin
juillet-septembre
octobre-décembre
Taux d'enracinement
12 c
37b
71 a
31 b
Les boutures émettent en moyenne 1,5 ± 0,4 rameaux qui semblent présenter un
rajeunissement éphémère si l'on prend en compte comme marqueur de juvénilité, le nombre
de folioles des feuilles portées par le rameau. Ce nombre augmente progressivement de 4 à 8
avec le rang des feuilles le long du rameau (une feuille mature a de 8 à 12 folioles).
Cependant, d'autres critères prouvent un rajeunissement insuffisant. Par exemple, la
présence d'inflorescences sur le rameau quoique l'Acacia sellegal puisse fleurir dès la
première année. D'autre part, seul un rameau sur six a une croissance orthotrope (angle
formé avec la verticale ::;30°) et 50% sont plagiotropes (angle ~600).Toutefois, le critère
déterminant est la réactivité in vitro. Lorsque l'on prélève des microboutures sur des boutures
enracinées ou non, leur reprise est impossible, il est donc impératif de rajeunir davantage
notre matériel végétal. Plusieurs techniques sont à notre disposition: greffage ou bouturage
en cascade, recépage des boutures, microgreffage. L'ensemble de ces méthodes sont ou
seront mises au point et comparées quant à leur capacité rejuvénilisante.
III-2 : Clonage des génotypes sélectionnés
L'application de la méthodologie définie au paragraphe 111-1 sur les plans
sélectionnés dans les différentes provenances permet de mobiliser les génotypes retenus sous
forme de boutures horticoles.
Le protocole retenu est le suivant:
- prélèvement de rameaux de 50 cm sur les ortets sélectionnés, conservés dans
une toile de jute humide jusqu'au retour au laboratoire
- les fragments sont débités en boutures qui sont mises dans les conditions
optimales d'enracinement. Vingt boutures sont mises en place pour chaque génotype
- parmi ces vingt boutures, la plus vigoureuse (au niveau des systèmes racinaire
et aérien) est sevrée et transplantée en vase de végétation de grande capacité (251)
- ce plant constitue "la tête de clone" qui subira les traitements rajeunissants (en
cours de mise au point) afin d'obtenir des explants réactifs en culture in vitro et donc aptes à
la micropropagation et au clonage.
A l'heure actuelle, une cinquantaine de "têtes de clone" sont installées et sont au
début de la phase de rajeunissement. Les travaux en cours portent d'une part sur la maîtrise
du rajeunissement des boutures et d'autre part sur la mise au point des milieux et des
techniques de culture in vitro.
IV- Recherche sur les symbioses racinaires
IV-1 : Culture et isolement de micro-organismes
IV-1-1 : Collection de souches
Les souches de Rhiz.obium conservées en collection à + 4° C ont été repiquées
dans des boîtes de Petri contenant du milieu YEMA.
IV-1-2 : Piègeage de Rhiz.obium
Des semis ont été réalisés en pépinière avec Acacia albida, A. ataxacantha, A.
bivellosa, A. dudgeolli, A. gourmaellsis, A. holosericea, A. laeta, A. meiliJera, A.
m011licola, A. Ililotica var. adansoni, A. nilotica var. tomelllosa, A. raddiana, A.
sclerosperma, A. sellegal, A. seyal et A. trachycarpa afin d'obtenir des nodules pour isoler
de nouvelles souches de ces différentes espèces.
IV-2 : Ecolo~Üe des svstèmes svmbiotiques
IV-2-1 : Détermination de l'état symbiotique de quelques espèces
Les systèmes racinaires de plants cultuvés en conditions de pépinière à la DRPF
ont été examinés quant à leur état symbiotique. Des nodules ont été observés sur Acacia
albida, A. ataxacantha, A; auriculiformis, A. bivenosa, A. dudgeoni, A. gourmaellSis, A.
laeta, A. meilifera, A. nilotica, A. raddiana, A. sclerosperma, A. senegal, A. seyal et A.
trachycarpa. Le pouvoir fixateur d'azote de ces espèces est en cours d'étude. Des
prélèvements d'échantillons racinaires ont été réalisés afin de déterminer la présence de
mycorhizes vésiculo-arbusculaires. Un effort et également réalisé pour mettre en relation
l'état symbiotique d'une espèce avec son environnement.
D'après ces résultats et nos travaux antérieurs, on peut penser que la plupart des
acacias seront capable de former des nodules et des endomycorhizes. Les ectomycorhizes
ont, jusqu'à présent été observées uniquement sur des acaicas originaires d'Australie. Pour
ce qui concerne la nodulation, nous avons observé un renouvellement annuel des nodules.
Bien que nous ne possedions pas de données précises à ce sujet, il est probable que
l'intensité de la nodulation en zones sèches soit liée à la pluviomètrie.
IV-3 : Etude du développement de l'infection par Glomus mosseae du système racinaire
d'Acacia albida .
Des semis d'Acacia albida inoculé ou non par Glomus mosseae ont été réalisé
dans des buses en PVC de 25 cm de diamètre et de longueur variable (0,5, 1,0 et 1,5 m).
L'exploitation de l'expérience a été fractionnée en fonction de la longueur des buses. Le
système racinaire des plants a été observé dès que le pivot a atteind le fond d'une buse. Ainsi
les plants ont été exploités après 7, 9 et 12 semaines de culture.
L'inoculation par Glomlls mosseae permet une très nette amélioration de la
croissance des plants; + 68 % pour la hauteur et + 112 % pour la biomasse. Pour ce qui
concerne la nodulation, à partir de la neuvième semaine de culture, on observe un très fort
accroissement du nombre de nodules pour les plants inoculés par Glomus mosseae.
Cependant, ces nodules sont très petits et apparaissent beaucoup plus tardivement que sur les
plants cultivés en sachet de polyéthylène de 1 litre. La variation du volume du vase de
végétation est probablement un facteur qui affecte la nodulation.
L'étude du développement de l'infection endomycorhizienne a montrée que celle-
ci ne se propage pas en profondeur. Quand on sait que le système racinaire des arbres des
zones arides et semi arides peut atteindre 40 m de profondeur et que très peu de racin~sont
présentes dans les horizons superficiels, on peut s'interroger sur le devenir d'un tel
champignon lors d'un transfert au champ. Pour cela, il apparait nécessaire d'isoler et de
sélectionner de nouveau champignons endomycorhiziens capables d'infecter le système
racinaire des arbres au fur et à mesure de son développement en profondeur.
1V-4 : Etude de la croissance et de l'établissement des svmbioses chez Acacia albida et A.
senegal en fonction du volume du vase de végétation.
Des plants d'Acacia albida et d'A. senegal ont été cultivé en pépinière pendant 12
semaines dans des sachets en polyéthylène d'un volume variable de 0,125 à 16 litres. Les
sachets utilisés d'une longueur de 10,20 et 40 cm pour un diamètre de 4,5,6,8, II,3, 16 et
22,3 cm ont été confectionnés dans du polyéthylène noir et transparant. La croissance en
hauteur des plants a été mesurée toutes les 2 semaines. A la fin de l'expérience, les parties
aériennes et racinaires ont été séchées puis pesées, les nodules comptés et l'état d'infection
endomycorhizienne estimé.
L'analyse des résultats (en cours) fait ressortir de grandes variations de
croissance et de développement racinaire en fonction des dimentions des sachets utilisés. Ces
observations n'ont rien d'étonnant. Il était prévisible qu'après 12 semaines de culture un
volume de sol de 0,125 ou 1 1constitue un facteur limitant par rapport à un sachet de 16
litres. Cependant, les effets de cette limitation de croissance en pépinière sur le devenir des
plants après la transplantation n'est pas encore connu. Pour certaines espèces, afin de limiter
le stress de pépinière, il sera sans doute préférable d'utiliser des sachets de grand volume
et/ou de réduire la durée de la pépinière.
En ce qui concerne la nodulation, nous avons constaté pour les volumes
inférieurs à 1 Ile même effet de stress que pour la croissance. Lorsque le volume de sol est
plus important, on observe au contraire une apparition plus tardive des nodules. Pour les
plants d'Acacia senegal cultivés dans des sachets de 40 X 22,3 cm (16 1) nous avons constaté
l'absence de nodules. Ces nouvelles données concernant l'écologie des symbioses en milieu
contrôlé font l'objet de nouveau travaux afin de préciser ces observations.
Les résultats concernant l'infection endomycorhizienne ne sont pas encore
analysés.
ANNEXE 2
LU ACACIAS
FI "EU S
D'JUI TE
DU SAHEL
LA RÉCENTE DÉCOUVERTE
DE BACTÉRIES FIXATRICES D'AZOTE ASSOCIÉES,
EN PROFOI\IDEUR DANS LE SOL,
AUX RACINES D'ACACIAS ADULTES PERMET
D'ENVISAGER UN NOUVEL ESSOR DE L'AGRICULTURE
ET DE LA FORESTERIE SAHÉLIENNES.
Figure 1. Les acacias sont des arbres traditionnellement utilisés par les agriculteurs du Sahel
pour leur bois, leur fourrage ou pour leur action fertilisante sur les sols. Arbre sahélien par
excellence, l'Acocio albido (Foidherbio albide) pousse aussi en Casamonce (Sénégal), où les
Diolas cultivent le riz sous son couvert (en A). Ses racines peuvent parter de
nombreuses excroissances, ou nodules, dont on voit ici un exemploire chez un ieune Acacia
elbida (en B). Ces nodules sont formés par des bactéries Rhizobium fixatrices d'azote avec
lesquelles l'arbre vit en symbiose. Les acacias sont de ce foit capables de transformer l'azote
minérol de l'air en azote arganique, qu'ils exploitent pour leur croissance et qui enrichit le sol.
Jusqu'à récemment, on pensait que seuls les ieunes acacias profitaient réellement de ce
phénomène et que l'associatian des bactéries et des racines n'existait que dans les horizons
superficiels du saI. Or celle-ci a bien lieu chez de nombreuses espèces d'acacias
adultes et, chez Acacie albido, elle pourrait se dérouler à plus 35 mètres sous terre!
(Clichés A: Nicolos Dupuy; B: Catherine Détrez)
Enfouies sous les sables du Sahel, d'im-
portantes populations de bactéries
vivent au niveau des nappes phréa-
tiques, loin des températures élevées et
de la sécheresse des sols de surface. En
d'autres lieux, ce serait une pollution
biologique des nappes, Au Sahel, il
s'agit d'un phénomène naturel récem-
ment découvert par notre équipe de
l'Institut français de recherche scienti-
fique pour le développement en coopé-
ration (ORSTOM), de l'université de
Dakar et de l'Institut sénégalais de re-
cherche agricole (ISRA). Ces micro-or-
ganismes, appelés Rhizobiul/1, sont en
fait des bactéries fixatrices d'azote qui
vivent étroitement associées aux ra-
cines profondes de certains acacias,
arbres souvent épineux, dont plusieurs
espèces sont caractéristiques des éco-
svstèmes sahéliens.
éomme de nombreuses autres légumi-
neuses, les acacias sont capables de
transformer directement l'azote de l'air
en engrais azoté, grâce aux Rhizobium
qui forment des nodules fixateurs
d'azote sur leurs racines (fig, 1) (voir
« Fixation de l'azote et agriculture tro-
picale » dans La Recher'éhe de janvier
1985 et « Les engrais verts à l'hon-
neur» dans La Recherche de mai
1988). En retour, grâce à la photo-
synthèse, la plante fournit aux bactéries
des sucres nutritifs. Cette symbiose per-
met notamment aux jeunes plants de ne
plus dépendre des maigres réserves en
azote minéral des sols sahéliens.
Si la nodulation des jeunes acacias de
moins d'un an est connue et étudiée
depuis plusieurs années, aucune obser-
vation de nodules n'avait été faite jus-
qu'à présent sur les racines des acacias
adultes. Pourtant. des analyses agrono-
miques avaient révélé la présence de
quantités importantes d'azote sous ces
arbres, qui sont d'ailleurs traditionnel-
lement utilisés par les agriculteurs du
Sahel (fig. 1).
Il faut dire que certains acacias déve-
loppent un système racinaire très pro-
fond qu'il est difficile d'observer, La
première année de sa vie, la racine
pivotante d'un jeune Acacia albida, par
exemple, peut descendre à plus de cinq
mètres de profondeur. alors que sa par-
tie aérienne atteint à peine vingt centi-
mètres. Ce n'est qu'une fois devenu
adulte que "arbre développe des ra-
cines plus ou moins superficielles, entre
cinquante centimètres et trois mètres
de profondeur, et un système racinaire
profond, capable de puiser dans la
nappe d'eau il plus de quarante mètres
de profondeur.
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Pour en savoir plus sur la nodulation
des acacias sahéliens adultes, nous
avons donc décidé, lors de la dernière
saison des pluies, d'effectuer des pré-
lèvements de sol sous quatre espèces
d'acacias parmi les plus importantes au
Sahel: Acacia senegal (ou gommier),
A. raddialla, A. se l'al et A. albida. Une
tranchée fut creusée à partir du tronc
d'un Acacia raddiana adulte, en suivant
une racine principale sur quatre mètres
de long et cinquante centimètres de
profondeur. A deux mètres du tronc, la
racine principale commence à se diviser
en de nombreuses racines latérales. De
nombreux nodules furent observés sur
les racines secondaires les plus petites,
d'un diamètre inférieur à un millimètre.
Figure 2. Pour multiplier
les Acacia albida à pouvoir
fixateur d'azote élevé,
les chercheurs utilisent entre autres
une technique de
microgreffage récemment mise
au point por S. Ndiaye,
F. Kerbellec et C. Détrez à
l'ORSTOM de Dakar. Elle consiste
à glisser, après désinfection,
un apex de bourgeon
d'arbre adulte dans une fente
effectuée dans l'hypocotyle
(partie située sous les cotylédons)
d'une jeune germination stérile
(en A). Au bout de deux
semaines, les deux tissus
sont bien soudés
l'un à l'autre et le
porte-greffe est décapité sous
les cotylédons pour
éviter la dominance de
son bourgeon terminal. Le
bourgeon microgreffé
se développe alors et donne une
tige dont les bourgeons
axillaires peuvent être utilisés
pour une nouvelle phase
de microgreffage ou de clonage
in vitro (en B).
(c/ichés A: Florence Kerbellec;
B: Catherine Détrez)
En coupe, ces nodules montraient une
coloration rouge due à la présence de
leghémoglobine, protéine transpor-
teuse d'oxygène synthétisée conjointe-
ment par la plante hôte et le micro-
organisme symbiotique. L'emploi de la
méthode de réduction de l'acétylène -
la réduction biologique de l'azote at-
mosphérique en ammoniaque est cata-
lysée par un complexe enzymatique, la
nitrogénase, capable de réduire égaIe-
ment l'acétylène en éthylène - révéla
l
une forte activité fixatrice d'azote dans
les nodules. Quelques jours plus tard,
1 de nombreux nodules plus petits furent
découverts par Mamadou Dione (ISRA-
DRPF) et Marc Neyra sur les racines de
plusieurs Acacia senegal adultes.
En revanche, les racines superficielles
de l'Acacia albida de la zone sahélienne
n'en portaient pas. A première vue, il
n'y avait là rien de surprenant puisque,
pendant la saison des pluies, cette es-
pèce, contrairement aux autres acacias,
ne porte pas de feuilles; or les bactéries
ne peuvent vivre sans les sucres pro-
duits dans les feuilles par la photo-
synthèse. De même, pendant la saison
sèche et malgré la présence des feuilles.
la sécheresse des horizons supérieurs
du sol ne permet ni le développement
racinaire ni l'apparition de nodules.
Pourtant, dans le sol encore bien hu-
mide des rizières, le sol gratté sur quel-
ques centimètres sous un grand Acacia
albida en pleine feuillaison avait laissé
apparaître des centaines de petits no-
dules coralloïdes et de couleur rose.
Dans la zone sahélienne, il fallait donc
rechercher les nodules ailleurs, c'est-à-
dire plus profondément, au niveau de la
nappe.
Des prélèvements, effectués jusqu'à
trente-quatre mètres, à quelques
mètres du pied d'un Acacia albida de la
région de Louga (deux cents kilomètres
au nord de Dakar) avec deux géologues
de l'université de Dakar, Cheikh Be-
caye Gaye et Jean-François Aranyossy,
furent inoculés stérilement au labora-
toire à de jeunes A. albida. Dix jours
plus tard, l'un d'entre nous, Nicolas
Dupuy, vit apparaître des nodules sur
les racines des plantules mises en
contact avec les échan tillons prélevés
dans la nappe, révélant ainsi, pour la
première fois, la présence de Rhizo-
bium à une telle profondeur. Fait plus
étonnant encore, ces bactéries appa-
rurent vivre en plus grand nombre au
niveau de la nappe que dans les hori-
zons supérieurs du sol(l) Un deuxième
forage effectué dans le centre du Séné-
gal a confirmé cette découverte. Toute-
fois, les difficultés d'observation des
racines à vingt ou trente mètres de
profondeur ne nous ont pas permis,
jusqu'à présent, de vérifier l'existence
de nodules profonds sur les racines des
Acacia albida adultes.
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Par la suite, à partir des nodules récol-
tés sur le terrain ou obtenus in vitro au
laboratoire, nous avons isolé sur milieu
de culture et purifié de nombreuses
souches de bactériest1). Les souches
isolées d'A. senegal et d'A. raddiana
appartiennent toutes au genre Rhizo-
bium, caractérisé par une croissance
rapide en culture pure; celles d'A. albi-
da sont des Bradyrhizobium, bactéries
à croissance lente regroupant la majori-
té des Rhizobium tropicaux. Les bacté-
ries d'A. seyal appartiennent soit aux
Rhizobium, soit aux Bradyrhizobium.
De même, d'après les résultats des ino-
culations par les souches isolées des
quatre espèces d'acacia, on constate
qu'A. senegal et A. raddiana ne for-
ment de nodules qu'avec les souches de
Rhizobium isolées chez ces deux es-
pèces, qu'A. albida n'est colonisé que
par les Bradyrhizobium et qu'un grand
nombre des souches appartenant aux
Rhizobium et aux Bradyrhizobium sont
capables de produire des nodules chez
A. seyal, bien que ces derniers ne soient
pas tous fixateurs d'azote(2).
SÉLEmON ET GÉNIE
GÉNÉTIqUE AU RENDEZ-VOUS
lM LA FIXATION D'AZOTE
Dans ces conditions, comment peut-on
améliorer la fixation d'azote par ces
arbres? Tout d'abord, il est possible de
sélectionner les souches de Rhizobium
les plus performantes pour chaque es-
pèce. Dès maintenant, au Sénégal,
grâce au MIRCEN (Microbial Resource
Center) dirigé par Mamadou Gueye à
l'ISRA, les groupements villageois
peuvent se procurer, à un prix mo-
dique, de l'inoculum pour ensemencer
les pépinières d'acacias et stimuler ainsi
leur croissance. Ensuite, on peut envi-
sager que des souches issues de mani-
pulations génétiques, en particulier au
niveau des gènes de spécificité de la
nodulation, pourront encore augmen-
ter la fixation d'azote.
C'est ainsi que, en liaison avec le labo-
ratoire INRA-CNRS de Toulouse, nous
développons un programme conjoint
portant sur la caractérisation des si-
gnaux bactériens inducteurs de la nodu-
lation de ces acacias(3). Synthétisés et
mélangés à l'inoculum bactérien, ces
molécules pourraient augmenter consi-
dérablement la nodulation de ces
arbres (voir La Recherche de juillet-
août 1990, p. 942).
Mais l'amélioration des rendements de
la fixation de l'azote passe aussi par la
sélection de l'autre partenaire de la
symbiose: la plante. Chez les végétaux
cultivés, les chercheurs étudient actuel-
lement des mutants de soja et de pois
ayant une plus grande aptitude à nodu-
1er ou à fixer l'azote, même en présence
de nitrates, inhibiteurs de la noùula-
(1) N. Dupuy
et B. Dreyfus,
Applied
and Env.
Mierobiol.,
sous presse,
1991.
(2) B. Dreyfus
et Y.
Dommergues,
Applied
and Env.
Mierobiol.,
41,97,1981.
(3) P. Lerouge
et al.,
Nature, 344,
781, 1990.
(4) G. Duc
et A. Messager,
Plant Sei.,
60, 207, 1989.
(5) G. Caetano-
Anollés
et P.M.
Gresshoff,
Plant Sei.,
71, 69, 1990.
(6) Y.K.
Gossama
et E. Duhoux,
Bull.IFAN,
c.A.D série A,
47, 1988.
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tion(4.5). Pour les arbres, avant d'utili-
ser des mutants, il est préférable d'ex-
ploiter la variabilité naturelle au sein
des populations. Par exemple, l'Acacia
albida montre une forte variabilité de
sa capacité à fixer l'azote selon les indi-
vidus : inoculés avec la même souche
de Bradvrhizobium, certains fixent
beaucoup d'azote, alors que d'autres,
pourtant issus des graines du même
arbre, nodulent sans en fixer. Aussi,
afin de pouvoir multiplier les individus
performants, plusieurs équipes ont en-
trepris des travaux de culture in vitro,
de multiplication végétative et de clo-
nage des différentes espèces d'acacia
(voir « La culture des plantes en éprou-
vette» dans La Recherche de no-
vembre 1984).
Cependant, la fixation de l'azote n'est
évidemment pas le seul critère de sélec-
tion. Ainsi, chez J'Acacid senegal, c'est
la production de gomme arabique, va-
riant entre zéro et dix kilogrammes par
an suivant les individus, qui est déter-
minante. Dans ce cas, le caractère
« production de gomme» ne s'exprime
et n'est sélectionnable qu'à l'âge
adulte. Or l'arbre a alors souvent perdu
la capacité de se multiplier végétative-
ment; on peut lui faire réacquérir cette
capacité par l'emploi de techniques de
rajeunissement, comme le bouturage,
le drageonnage, ou le « greffage en
cascade». Les nouveaux bourgeons
ainsi obtenus constituent la source du
matériel végétal rajeuni nécessaire au
clonage d'un individu. Chez l'Acacia
senegal, les équipes de l'ISRA et du
Centre technique forestier tropical
(CTFT) , associées aux généticiens de
l'ORsTOM, viennent ainsi d'obtenir, par
bouturage horticole en cascade, les
premiers résul tats de rajeunissement
d'arbres adultes gros producteurs de
gomme arabique.
DES TECHNIQUES ARBO"'COLES
POU" fLARGI" LA "fPARTITION
DES ACACIAS SAHÉLIENS
De plus, la micropropagation de sujets
adultes d'Acacia albida à partir de la
multiplication de bourgeons axillaires
de drageons a été obtenue par Yaye
Kane Gassama, de l'université de Da-
kar, en collaboration avec le labora-
toire CTFT-ORSTOM de Nogent-sur-
Marne, dirigé par Emile Duhoux(6).
Pour notre part, nous avons développé
de façon originale chez les acacias une
technique de microgreffage, expéri-
mentée à l'origine pour le rajeunisse-
ment des conifères (fig. 2).
Nous avons aussi utilisé le microgref-
fage entre deux espèces différentes
d'acacia. Ainsi, des bourgeons d'Aca-
cia senegal ont été microgreffés avec
succès in vitro sur des germinations
d'Acacia seyal. Comme ce dernier a
une répartition écologique plus large
qu'A. senegal et utilise les terrains en
général peu exploitables pour l'agri-
culture, l'utilisation en plantations des
A. senegal greffés sur A. seyal pourrait
permettre une extension des zones de
production de gomme arabique et ap-
porter ainsi un supplément de revenus
appréciable aux populations. Cepen-
dant, l'impact ou l'échec de cette tech-
nique ne seront connus que dans six ou
sept ans, au moment où les plants gref-
fés commenceront à produire de la
gomme arabique.
Le regain d'intérêt pour les acacias sa-
héliens ne fait sans doute que commen-
cer. Sur le terrain, des applications sont
déjà possibles. Dès maintenant, au sein
de l'Observatoire du Sahara et du Sahel
récemment créé, des écologistes, des
généticiens, des physiologistes, des mi-
crobiologistes et des biologistes molé-
culaires ont décidé de conjuguer leurs
efforts sur ces espèces susceptibles de
donner un « coup de fouet» salutaire à
l'économie sahélienne.
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RESUME
SUMMARY
Les acacias, arbres fixateurs d'azote peu exigeants. constituent une ressource extraordinaire
pour les zones tropicales arides ou semi-arides.
Nous présentons ici une revue des résultats obtenus par notre équipe sur les Rhizobium et
Bradyrhizobium associés aux acacias sahéliens.
Pour la première fois, nous pouvons rapporter la présence de nodules fixateurs d'azote sur
arbres adultes en milieu naturel au Sénégal.
Par ailleurs, la présence de rhizobiums à croissance lente nodulant Acacia albida a été
détectée à des profondeurs de 20 à 34 m, au niveau de la nappe phréatique.
Enfin, une collection d'e souches de Rhizobium tropicaux de diverses provenances du
Sénégal a été caractérisée, notamment en ce qui concerne leurs caractéristiques symbiotiques
: spectre d'hôte, estimation du pouvoir fixateur d'azote. Une étude de taxonomie numérique a
permis de classer ces souches enLIe elles et par rapport aux autres rhizobiums connus.
Les perspectives d'applications agroforestières de ce LIavail sont discutées.
l\'lots clés: Rhizobium. fixation d'azote, nodulation, taxonomie, Acaciac
Acacia are niLIogen·fixing trees of greal jJotentialities for arid and semi-arid zones.
We present here a review of our recent results on Rhizobium and Bradyrhizobium capable
of nodulating sahelian acacias.
For the first time, we report the presence of niLIogen·fixing nodules on mature trees in
Senegal, grown up in natural conditions.
On the other hand, slow·gro ..... ing rhizobia nodulating Acacia albida have been isolated at
34 m under the soil surface, at the water table level.
A library of tropical Rhi:obium strains isolated from different ecological areas in Senegal
has been characterized, especially concerning their growth characteristics and their
symbiotic properties : host range. nitrogen·fixing potentia!ities. By numcrical taxonomy
Ihese srrains were compared 10 olher known Rhizobiu~, species. Agroforcstry applications
of this work are discussed.
Key words : Rhizobium. nitrogen fixation. nodulation. systematics. Acaciae
1. INfRODUcnON
L'azote est, après l'eau, le facteur limitant principal de la croissance des végétaux. Or la seule réserve d'azote de la
planète est l'azote atmosphérique, inaccessible directement aux plantes. Seules certaines bactéries Cl algues bleues
possèdent la facuIté de réduire l'azote atmosphérique en ammoniac assimilable par les végétaux: cclle propriété est
appelée fixation biologique de l'azote. Parmi les bactéries, on distingue celles qui fixent l'azotc ;1 l'état libre et
celles qui ne fixent l'azote qu'en symbiose avec ce naines plantes. Dans ce dernier cas, les bactéries symbiotiques
induisent sur les racines et parfois même sur les tiges la formation de nodules, à l'intérieur desquels la bactérie vit
en symbiose avec la plante et fixe l'azote atmosphérique. La symbiose Rhizobium - Légumineuses est
responsable de plus de la moitié dc l'azote fixé annuellement par voie biologique (Hardy el HaveU,a. 1975).
Dans les wnes lrOpicales semi-arides, la végétation arborée demeure un des éléments fondamentaux du maintien et
de la régénération de la fenilité des sols, les arbres contribuant en oulIe à l'alimentaI ion de base dL:s troupeaux Cl
fournissant bois de chauffe, bois de construction et produits de cueillettes,
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Panni ces arbres. les fixateurs d'azote sont appelés à jouer un rôle de premier plan en raison de leur adaptation aux
milieux dégradés. C'est le cas des acacias. qui constituent une tribu largement répandue aussi bien au Sahel que
dans les régions méditerranéennes.
La présente note constilue une synthèse des travaux en cours au laboratoire de Microbiologie de l'ORSTOM à
Dakar. en association avec le labor.ltoire de Microbiologie et de Génétique Microbienne de l'Université de Gand.
II. ETIJDE SUR LE TERRAIN DE LA NODULATION ET DES RHIZOBIUMS D'ACACIA
A. Mise en évidence de nodules sur arbres adultes
Les études sur la nodulalion des arbres ont été le plus souvent réalisées sur des jeunes plantules inoculées ou non
en pépinières. Aucune donnée n'était jusqu'à présent disponible sur la présence de nodules sur les racines d'arbres
adultes.
Sur les racines d'un Acacia sellega/ (gommier), nous avons récemment observé des nodules en milieu naturel au
cours de la saison des pluies: le déracinement minutieux (jusqu'à trois mètres de profondeur) de deux arbres adultes
a permis de mettre en évidence de petits nodules blanchâtres de 0.5 à 2 mm de diamètre. isolés ou groupés.
toujours sur les racines secondaires.
Nous avons également étudié la nodulation du système racinaire de surface d'A. raddiana : après avoir
soigneusement dégagé tOutes les racines dans une tranchée de 50 cm de large, 50 cm de profondeur, et allant de
l'arbre jusqu'à une distance de 3,50 m du tronc. nous avons trouvé de nombreux nodules, surtout dans une zone
comprise entre 2 et 3 m du tronc. Ces nodules présentaient une fone activité réductrice d'acétylène, montrant une
fixation d'azote significative par l'arbre adulte.
B. Mise en évidence de populations de rhizobiums en profondeur
Nous avons recherché la présence éventuelle de rhizobiurns~dirférentes profondcurs allant de la surface du sol
jusqu'à la nappe phréatiquc.
Celte étude a consiSlé à effectuer des forages à l'aide d'une tarière à main à proximité d'un Acacia albida . Des
échantillons de sol ont été prélevés régulièrement à différentes profondeurs. pour dénombrer les rhizobiums
capables de nodulcr A. albida. Pour la première fois, nous avons ainsi vérifié que des souches de rhizobiums d'A.
a/bida pouvaient vivre à des profondeurs atteignant 34 m (niveau de la nappe phréatique). Les caractéristiques de
ces souches "de profondeur" sont actuellement comparées à celles des souches des horizons de surface du sol.
Cette étude a montré en outre que la population de rhizobiums dans le sol était influencée par la nature du couvert
végétal: à 34 m, sous A. albida, nous n'avons pu trouver aucune souche capable de noduler A. raddiana.
Ill. CLASSIFICATION DES PLANTES HOTES ET DES RHIZOBIUMS
Rappelons que les rhizobiums capables d'induire des nodules fix:.l\eurs d'azote chez les Légumineuses om été
subdivisés en quatre genres sur la base d'éludes systématiques fondées sur la taxonomie numérique (t'Mannetje,
1967), les hybridations ADN-ADN ou ADN-ARNr (Gibbins el Gregory. 1972) et d'aUires critères comme en
particulier leur temps de génération sur milieu mannitol-extrait de levure (Jordan. 1982; hrvis et al .. 1986).
- Le genre Rhizobium, à croissance rapide (temps de génération inférieur à 6 heures) qui comprend quatre
espèces (Kondorosi el al., 1980; Elkan, 1981) : (1) R. legllmillosanllll, regroupant trois biovars phaseoli ,Irifolii
et viceae ; (2) R. meliloli ; (3) R. 100i : (4) R. galegae (Lindstrbm. 1989). Une cinquième espèce a été décrite
récemment. Rhizobium hllakuii. isolé de ncxlules de ASlragalus sillicus (Chen el al.. 1991)
- Le genre Bradyrizizobilllll (Jordan. 1982). à croissance lente (temps de génération supérieur à 6 heures), qui
comprend B. ja/JOllicul/I nooulanl le soja. ct le groupe des Braciyrhi:obillfll de Viglla (cowpea) qui nodule la
plupart des légumineuses tropicales. Un travail récent a montré que la souche BTAiI, isolée d'AeschYllomellc
illdica, précédemment appelée PItOlorhi:obiunz Iholll{>50lliallufll (Eaglestwrn el al.. 1990), ;Ippartient égalemenl au
genre Bradyrlzi:obiulIl (Young el al., 1991).
- Le genre Azorizizobilllll qui ne comprend jusqu'à présent qu'une seule espèce. nOlllmée A ca uli IlOdlIli 5 ,
regroupant les bactéries capables de noduler la légumineuse tropicale à nodules de tige. Ses/Jl/Ilia rOslrala (Dreyfus
el al., 1988). Cependant. Rinaudo el al. (1991) onl monlré récemment que les bactéries du geme A:orhizolJilllll se
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classent en deux groupes sur la base d'hybrida lions ADN/ADN; une deuxième espèce pourrait donc être créée dans
le genre AzorhizobiunJ.
- EnfIn, le genre Sinorhizobium a été proposé pour regrouper deux espèces à croissance rapide nodulantlc soja
; S. Jredii et S. xil/jial/gel/sis (Chen et a/.. 1988).
Les rhizobiums associés aux arbres tropicaux sont jusqu'à présent peu étudiés et mal connus. Parmi eux, on
distingue des souches à croissance rapide et des souches à croissance lente, que nous appellerons respectivement
Rhizobium et Bradyrhizobium dans la suite de ce texte, bien que leur position taxonomique ne soit pas toujours
bien établie.
Tableau I. Aplilude de 13 espèces d'Acacia el de Leucaena leucocephala à noduler el fixer l'azole avec des souches de
Rhizobium e/ de Bradyrhizobium. (D'après Dreyfus el Dommergues, 1981).
ESPECES Nodulation par
RHIZOBIUM BRADYRHIZOBIUM
901 902 908 911 NGR8 801 802 803 806 CB756
Groupe 1
A. senegal E E E E E 0 0 0 0 0
A. nilO/ica E E E E E 0 0 0 0 0
A. raddiana E E E E e 0 0 0 0 0
Groupe II
A. albida 0 0 0 0 0 E E E E E
A. holosericea 0 0 0 0 0 E e e e E
A. linearoides 0 0 0 0 0 E e e 1 1
A. mearnSI/ 0 0 0- 0 0 E E e E e
Groupe III
A.scyal E e E E 1 E e e E 1
A. sicbcriana' c 1 c 0 0 E e E e 0
A. bi"cnosiJ 1 1 E 1 1 E c E 1 è
A. farncsiana E E E E E 0 1 0 0 1
A. IiImida 0 0 1 1 0 e e 1 0 1
L. leucucephala E e E e E 0 0 0 e 0
o: pas de l1odulation 1 : nodulation ineffective
e : nodulalion peu effective E : nodulation erfectivc
A. Classification des arbres fixateurs d'azote en fonction de la nodulation et de la fixation
d'azote avec Rhizobium et Bradyrhizobium
Ces dernières années. nous avons constitué une collection de souches de Rhizobium isolées de trente espèces
d'arbres tropicaux. Celle collection (120 souches) a été testée en réactions croisées sur plusieurs espèces
d'Acacia (A. sCl/cga/, A. seya/, A. raddiana, A. ni/otica) et autres arbres tropicaux fixateurs d'azote (A/bizia
/ebbeck, A. Jcrruginca, PrùSOfiiS ju/iflora, Pterocarpus erineacells, C/yricidia sepiul/I, LCI/caclla /cucoccpha/a,
Da/bergia mc/anoxy/on, D. sissoo, Erythroph/cum gllinccI/Sc). Ces arbres fixateurs d'azote sc répartissent en trois
groupes en fonclion du genre de RhizobiulIl avec lequel ils peuvent établir une symbiose.
(1) Un premier groupe d'arbres nodule effectivement avec le genre Rhizobium. Il s'agil par exemple d'Acacia
lIilotica (var. adansoni el lomentosa). A. raddiana, A. sellega/, A. siebcrialla, Sesbania grandiflora, A/bizia
lebbeck.
(2) Un deuxième groupe d'arbres comprend les espèces qui nodulenl effectivement avec les Bradyrhizobitllll. Parmi
les espèces lropicales importames, on note Acacia a/bida, PterocarplIS crillcacells, Erythroph/cllnI gllilleellsis,
ProSOfiis a/ricana, Da/hClj~ia nlc/alloxy/oll et C/yricidia sC/Ji/1II1.
(3) Un troisième groupe d'arbres nodule effectivement avec les deux genres Bradyrhizobillm ct Rhizobilllll. C'esl le
cas pour Acacia seya/, A. mallgilllll, Prosopis jll/iflora el LCllcaclla /cllcoupha/a. Mais. contrairement à A. scya/,
Leucaena let/cocc/lha/a Cl Prosopis jlliiflora, A. lIIallgilllll fixe l'azote uniquement lorsqu'il est noduJé par
Bradyrhizobilllli. L'élude d'A nUlI/gill1ll a donc monlré que le troisième groupe d'arbres pouvail se subdiviser en
deux sous-groupes:
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_ sous-groupe III.!, constitué par les espèces présentant une effectivité maximale avec Rhizobium, ex.: A.
seya/, Leucaella /eucocepha/a, Prosopis juliflora ;
_ sous-groupe III.2, constitué par les espèces présentant une effectivité maximale avec Bradyrhizobium, ex. : A.
mOllgium, particulièrement dans le cas de sols acides.
Le tableau 1 résume celle classification en ce qui concerne le genre Acacia.
B. Classification taxonomique des rhizobiums
Nous avons récemment comparé la position taxonomique des souches à croissance rapide isolées d'Acacia,
essentiellement A. senega/ et A. raddiana. et des souches de Rhizobium de Sesbania. Nous avons fait appel à la
taxonomie numérique fondée sur l'analyse de 225 caractères phénotypiques (morphologiques. biochimiques et
nutriùonnels). l'hybridaùon ADN/ADN et ADN/ARN. et l'analyse des protéines cellulaires totales des souches
associées aux arbres fuateurs d'azote (Rhizobium et Bradyrhi:obium). Les résultats correspondant montrent que
les souches à croissance rapide isolées de nodules d'Acacia appartiennent toutes au genre Rhizobium et comportent
trois phénons :
_ le phénon 1 comprenant trois souches de Rhizobium d'Acacia sp.• toutes les souches étudiées de Rhizobium de
Sesbania sp. et une souche de Prosopisjulij1ora;
- le phénon 2, proche de R. /oli , comprenant neuf Rhizobium d'Acacia sp.;
- un groupe à part. atypique, proche des Agroboereriunl biovar 3.
Pour développer celle étude taxonomique nous avons récemment fait appel à une méthodologie plus simple fondée
sur l'utilisation :
• de tests nutritionnel du commerce. type galerie API 50 (50 sources carbonées différentes) ;
• de prortIs électrophorétiques des protéines cellulaires totales.
C. Caractéristiques sym biotiques des rhizobiums
Nous avons étudié les caractéristiques symbiotiques des souches isolées des acacias sahéliens c'est à dire le spectre
d'hôte, le pouvoir de nodulation, le potentiel fixateur d'azote en les comparant avec celles de souches de
Rhizobium de Sesbania spp.
Afin de définir des groupes d'inoculation croisée, une tremaine de souches choisies dans les différents phénons
défmis ci-dessus et isolées soit d'Acacia sp. soit de Sesbania sp. ont été testées pour leur aptitude à noduler et à
fixer l'azote avec A. seya/, A. sel/ega/, A. raddial/a, A. a/bida, et également S. rostrata, S. pubescens, S.
gralldij1ora.
La fixation d'azote a été mesurée par la méthode classique de réduction de l'acétylène sur des plantes cultivées en
tube (Gibson. 1963) âgées de 40 j (Acacia sp.) et 30 j (Sesbania sp.).
Tableau 2 : Infeeti"ilé el effeeli"iré de que/qI/es sOI/e/les représenlalil'es des Irois groupes taxonomiques de Rhizobium
d'Acacia.
GROUPE 1 GROUPE 11 GROUPE ATYPIQUE
Il Il
SoucbC's 1009 1007 25 PJ 12 19 32 51 2~ 27 609 1004 507 929 20MB
Pl8n (('5·h ôl('s Acooaiot'to PrOlorl1SnbanifJ S~rbania S~sha'ljfJ S,., hfJnia S~sbanù.J Acacia S~sban;a Acacia Acacia
d'origine- juliflorfJ ccJnnabi"a gr.n.d'fiora TosrrcJla s'um/i[fora canTiobina s~n~gal racltycoTpa sp. s~n~gal
1 IL--II Il Il Il Il Il 1 1L-...JL.--...J
PI.DI('i~hôl('s l('stftS
14. uyal E E E E E E 1 0 1 1 r: E
14. rad</ianfJ 0 0 1 0 0 0 1 0 J
14. ull<sal E < J < 0 0 0 0 0 0 0 0 E
A. albid. J 0 J 1 0 0 1 0 0 0 0 0 J
N~ptun;a 1 E 0 E 0 0 0 1 0 E 0 0 1
S. rrxtrata 1 1 0 < E E E E E E 0 1 r: 0
S. granJiflora 1 1 0 E E E E 0 E 0 1 0 0
s. pub~u~ns 0 1 0 E E E 1 1 1 J 0 0
o : pas de nodulalioll e : nodu\~Lioll peu effc:clive (lQ<kARA<500 nmo\es C2H4/h/p\anle)
E : nodu13tion effective (ARA>500 Ill1loles C2H4/h/plallle)
1 : nodu/:Ilion ineffeelivc (ARA<100 nmo\cs C2H4/h/p\~lltl')
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Le tableau 2 montre que le spectre d'hôte de ces souches est varié. Ainsi A. senegal ne nodule avec aucune souche
isolée des Sesbania sp.. Par contre, un grand nombre d'isolats sont capables d'induire des nodules (plus ou moins
efficients) à la fois sur A. seyal, S. rostrata ou S. pubescens. Par ailleurs une souche isolée de Neptunia oleracea,
légumineuse aquatique à nodules caulinaires, est capable de noduler toutes les espèces de Sesbania et d'Acacia
testées.
Les tests d'inoculation croisée ne pennettent donc pas de séparer clairement les souches d'Acacia des souches de
Sesbania. Les études en cours devraient pemlcttre de définir plus précisément les différents groupes de RhizobiW11
tropicaux.
IV. CONCLUSION
Les recherches effectuées par notre groupe au cours des trois dernières années ont eu pour Qbjectif d'explorer pour
la première fois la symbiose fixanice d'azote chez les acacias sahéliens et plus particulièrement d'étudier pour
chacun des deux partenaires plante-hôte et Rhizobium, leur écologie, leur physiologie et leur génétique. l'objectif
fmaI étant de proposer des approches fiables pour améliorer la fixation d'azote chez ces différents acacias.
Les résultats les plus récents ont conflfTl1é le concept proposé antérieurement (Dreyfus et Dommergues, 1981)
suivant lequel les acacias pouvaient être classés en trois groupes en fonction de leur aptitude à s'associer soit avec
des Rhizobium (groupe 1) ou des Bradyrhizobium (groupe 2) soit à la fois avec des Rhizobium et des
Bradyrhziobium (groupe 3). II a été en outre démontré que certaines plantes étaient moins spécifiques que d'autres:
c'est. en principe, le cas des espèces du premier groupe, telle Acacia albida. Sur le plan pratique, cette notion est
capitale: en effet chez les plantes appartenant à ce groupe L1 réponse à l'inoculation est souvent peu marquée ou
nulle. non seulement en raison de l'aptitude intrinsèque de la plante à s'associer avec de nombreuses souches de
rhizobium caractère connu sous le nom de promiscuité), mais aussi parce que ces rhizobiums sont des
Bradyrhizobium et que les sols tropicaux renfennent surtout des Bradyrhi?obiunz.
En ce qui concerne l'étude du partenaire bactérien. un des résultaIS les plus remarquables a été la découverte de la
diversité considérable des rhizobiums d'Acacia. Il est clair qu'il existe une variabilité im portante dans l'étendue du
spectre d'hôte chez les différentes souches. les souches à large spectre étant moins effectives (c'est à dire moins
bonnes fixatrices d'azote).que les souches ;\ spectre élroit. Pour aborder l'étude taxonomique des souches de
Rhizobiulll et Bradyrhi:obiunl, l'approche classique rondée sur les tests d'inoculation croisée s'est révélée
insuffisante et il est apparu nécessaire de recourir à des méthodes plus fines, telles que l'hybridation ADN/ARN ou
ADN/ADN, ou l'établissement de proCils électrophorétiques des protéines totales. Ces recherches sur les relations
phylogéniques entre les différents groupes de souches de Rhizobium présentent un double intérêt. Sur le plan
pratique, elles ont été l'occasion de sélectionner les souches les plus efrectives et spécifiques des différents acacias,
pennettant ainsi d'améliorer significativement la qualité des inoculums pour les pépinières, qu'il s'agisse
d'inoculums matriciels (Diem et al., 1988) ou sur tourbe. Sur le plan académique, les résultats obtenus ouvrent la
voie au développement d'approches biotechnologiques, comme le transfert de gènes, par exemple dans le but
d'élargir le spectre d'hôte, comme cela a été réalisé avec succès chez R. phaseoli, R. meliloti, R. loti (Lewin et
al.. 1987). Sillorhizobium fredii (Deshmane et Stacey, 1989 : Ciafardini et al., 1988 : Appelbaum et cl .. 1988),
et BradyrhizobiulIl (Gottfert et al .. 1988). tOUI en conservant un potentiel fixateur d'azote très élevé. Si une telle
approche était couronnée de succès elle facilitcrait grandemelll la production industrielle d'inoculums puisqu'elle
pcnneltrait de réduire le nombre de souches à cultiver.
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Populations of Bradyrhizobilun Occur in Deep Soil
under Acacia albida
NICOLAS C. DUPUY AND BERNARD L. DREYFUS
Laboraloire de Microbiologle des Sols. ORSTOM BP. J386. Dakar. Senegal
Soil cores were drilled under the legume tree Acacia albida growing in
two different ecoclimatic zones of West-Africa : the Sahelian area (lOO to 500
mm of annual rainfall) and the Sudano-guinean area (1000 to 1500 mm of
annual rainfall). Soil samples were collected at different depths from surface
down to the water table level, and analysed for the presence of rhizobia able to
nodulate A. albida. In both areas, population densities of rhizobia were
substantially greater at depth near the water table than near the surface. In the
Sahelian area, rhizobia were present as deep as 34 m at a concentration of
1.3x 10 3 rhizobia per g of soil. In the Sudano-guinean area, population
densities at 0.5 to 4.5 m depth were higher and, at several levels, comparable
to that of temperate soils supporting legume crops (104 rhizobia per g of soil).
Surface and deep soil isolates from all four sites were found to be slow-
growing rhizobia (BradyrhizobiulIl sp.). The proportion of effective strains
was almost the same within surface and deep soils.
The leguminous tree Acacia albida plays a major role in the agro-sylvo-
pastoral balance of the Sahelian regions of Africa. In contrast with other
Sahelian trees, A. albida has the unique characteristic of bearing leaves in the
dry season and shedding them at the beginning of the wet season. Taking
advantage of this inverted phenological cycle, nomads use the aerial forage
for their cattle during the long dry season and farmers grow crops under the
tree canopy during the rainy s'eason, because the leaves have been shed at that
time. In addition, it was repeatedly observed that soil nitrogen content is
several folds higher under A. albida than outside its cover (7) so that the crops
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benefit from the nutrients brought to the soil surface with the leaf litter. The
contribution of symbiotic N2 fixation by A. albida to this input of nitrogen to
soil has been questionned since attemps to find root nodules on mature trees
were unsuccessfull. Up to now, only young A. albida grown in forest
nurseries have been shown to nodulate and fix nitrogen actively.
In the Sahelian zone, corresponding to an annual rainfall of 100 to 500
mm (8), the ecological repartition of A. albida is always dependant on the
presence of deep water resources. A. albida develops a lateral root system
near the surface and a main tap root system which can reach the water table at
40 m deep. Surface roots are exposed to the climatic fluctuations while deep
roots grow in more constant temperature and humidity conditions.
Furthermore, A. albida can also thrive in more humid areas of the
Sudano.:.guinean zone (1000 to 1500 mm of annual rainfall) where this species
is mainly found in paddy fields. In that case, water table depth varies from 1.5
to 4.5 m during the dry season and A. albida only develops it's surface lateral
roots.
--···-'-··'Rhizobia isolated from young A. albida root-nodules have been
characterized as slow-growing Bradyrhizobium (2), whereas most Sahelian
acacias (e.g., Acacia senegal, Acacia raddiana, Acacia nilotica) nodulate with
fast-growing Rhizobium.
The presence of Acacia albida in two different ecoclimatic regIOns
characterized by a variation of the annual rainfall from 100 to 1500 mm, and
by a large difference in the water table depth (35 to 1.5 m respectively)
provides a good model to examine the fluctuations of rhizobial populations
associated with surface and deep roots of this important tree.
The objective of the present study was (i) to investigate nodule
occurrence on the whole root system of A. albida both in surface and deep soil
horizons in Sahelian and Sudano-guinean areas, (ii) to examine the distribution
of Bradyrhizobiul1Z populations under A. albida, (iii) to determine the
effectiveness of the various isolated Bradyrhizobium strains in order to select
the best nitrogen-fixing strains to use them as inoculum in forest nurseries.
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MATERIALS AND METHODS
Site of sampling. Sampling sites were located under the canopy of an
Acacia albida. Two sites were chosen in the Sahel and two in the Sudano-
guinean area. In the Sahelian area, the drillings were established, one near
Louga (a town 200 km north .of Dakar, 300 mm of annual rainfall), the other
in a field at Diokoul (a village between Thies and Bambey, central Senegal,
500 mm of annual rainfall). In the Sudano-guinean area, the two sites were
located in the paddy fields of Djinaki (1100 mm of annual rainfall) and
Kabrousse (1500 mm of annual rainfall), two villages of Casamance (south
Senegal).
Method of sampling. Soils samples were collected with a light weight
drilling equipment (Dormer's engeneering equipment, South Murwillumbah,
Australia) at different depths as indicated in Table 1. The shell type auger used
for sand (50 mm-diameter) can bore down to the water table. Cores were
drilled from the surface to the water table and sectionned into 20-cm
increments. The recovered soil was placed in sterile pouches, immediately
stored at 4° C and brought back to the laboratory for enumeration of
rhizobia. Only the internal soil core was collected in order to avoid
contaminations with soil from upper horizons. Furthermore, in each
ecoclimatic zones, surface soils were sampled and studied for the presence of
Bradyrhizobium strains able to nodulate A. albida.
Enumeration of rhizobia. A. albida seeds were surface sterilized
with concentrated sulfuric acid for 1 h. After this treatment, the seeds were
washed with sterile water until all traces of acid were removed. The seeds
were germinated during 48 h in sterile petri dishes of water agar (0,8%) and
the seedlings were transferred to tubes containing agar slants Jensen medium
(9). The number of rhizobia in soil samples was estimated using the plant
infection most-probable-number (MPN) technique (1). A range of soil
dilutions from 10- 1 to 10-6 with four plants per dilution was used. Five days
after transplantation in the tubes, the A. albida seedlings were inoculated with
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1 ml of each soil dilution and placed in a temperature controlled greenhouse at
30°C. Throughout the experiment, uninoculated plants did not form nodules,
indicating no contamination by exogenous rhizobia. After 4 weeks, the roots
were examined for the presence of nodules.
Isolation and cultivation of rhizobia. Nodules formed in tubes
were collected from the highest dilution of each soil sample, surface sterilized
in 0,1% HgC~, washed several times with sterile water, squashed on yeast
extract mannitol agar (YMA) (9) and streaked to obtain isolated colonies. All
isolates were incubated at 28°C. The cultures purity was verified by repeated
streakings of single-colony isolates.
Symbiotic function of rhizobia strains. Isolates were then tested in
tubes for measuring their N2-fixing effectiveness. Four seedlings per isolate
were inoculated with 100 JlI of fresh broth culture. After 6 weeks plants were
decapitated, the remaining liquid culture medium poured out of the tubes and
the tubes immediatly sealed with·a sleeve-type rubber stopper. Then, acetylene
was injected (10% vol/vol) and after 30 min incubation, the acetylene
reduction activity (ARA) was measured by gas-·chromatography according to
standard procedures (4). It was checked that time course of ARA was linear
during the first 90 min of incubation. Strains were classified into four groups
according to their ARA expressed as nmol C2H4 produced per h per plant:
highly effective, > 600 ; effective, 350-600 ; partially effe~tive, 100-350 ;
ineffective, <100.
RESULTS
Presence of nodules on mature Acacia albida. In the Sudano-
guinean area we observed an abundant nodulation on surface roots of both
young and mature Acacia albida growing in paddy fields of Casamance, where
the water table is only 1.5 m below the surface. The A. albida nodules were
attached to fine roots at 10 to 30 cm depth. Nodules were coralloid, their size
varied from 5 to 20 mm long, and from 2 to 5 mm wide. When cut, they
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showed the pink color indicative of the presence of leghaemoglobin and
effective nitrogen fixation. In contrast, in the Sahelian area, no nodules were
found either in surface soils or in the small amount of soil recovered during
the coring to the water table.
Distribution of rhizobia populations in deep soil under Acacia
albida in Sahelian and Sudano-guinean areas. Table 1 shows that A.
albida nodulating rhizobia are distributed from the surface to the water table
level in both ecoclimatic zones.
In the Sahelian area of Louga, population densities of rhizobia were
higher at 34 m deep (1.3x103 rhizobia per g of soil) than at the surface (7x101
rhizobia per g of soil). At Diokoul, rhizobia populations were negligible «1
per g of soil) at the surface, and significantly higher at the water table level
(30 rhizobia per g of soil). In both cores, intermediate layers (7.5 to 14 m and
21 m at Louga, and 4 to 10 m at Diokoul) were practically devoid of rhizobia.
In the Sudano-guinean area, where water table is only 1.5 to 4.5 m deep,
population densities of rhizobia are considerably higher and distributed all
along the core. Large population densities comparable to that of temperate
soils supporting legume crops are found from 0.5 to 3 m depth in Djinaki (l.4
to 4.3x104 rhizobia per g of soil) and at 0.5 m in Kabrousse (4.2x10 4 rhizobia
,
per g of soil).
Characterization of the B radyrhizobiu11l strains. From nodules
obtained in culture tubes, we isolated 80 strains (Table 2 and 3). All of them
were typically slow-growing on YMA medium, and thus considered as
belonging to the Bradyrhizobium genus (6). At Louga (Table 2), 12 out of 28
strains were effective or highly, effective, with two highly effective strains
(ORS130 and ORS136) originating from deep horizons (27.5 m and 32 m).
At Diokoul, no effective strain was isolated from deep horizons. At Djinaki
and Kabrousse (Table 3), most of the isolated strains from the coring were
highly effective or effective whereas only half of the strains isolated from
various surface soils were effective.
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DISCUSSION
Up to now, it was admitted that rhizobia populations were restricted to
,
the upper soil horizons, mostly because surveys were focussed on annual crops
with relatively shallow root systems. When dealing with trees, with a much
deeper root system, it can be assessed that rhizosphere micro-organisms,
including Rhizobium and Bradyrhizobium, occur in the deep soil. In fact,
Felker and Clark (1982) and Virginia et al. (1986) who studied the
distribution of rhizobia under Prosopis glandulosa reported that population
densities as high as 6.103 cells per g of soil occurred at 4 to 6 m below ground
(3, 10). Our results indicate that, under the canopy of Sahelian Acacia albida
trees, large populations of Bradyrhizobium can live much deeper at the water
table level and that populations densities could reach 1.3xl03 rhizobia per g of
soil at a depth of 34 m.
Very few nodules had previously been recovered from A.albida in the
field. Therefore, soil enrichment by this tree was considered to be due to the
~bility'~f'''tht;->~xt~-n~fv-~--and deep root system of A. albida to scavenge 'soil
mineral N from the whole profile, this nutrient being concentrated in the
leaves before being released with the litter at the soil surface. We found
actively fixing root nodules on young and mature trees in the wet paddy soils
of Casamance, which indicate that mature A.albida trees are potentially good
nitrogen-fixers. Consequently, the potential importance of symbiotic N2
fixation to soil enrichment could have been largely ignored.
In the typical Sahelian area which is the usual habitat of A. albida,
surface nodulation of this tree is poor or absent and surface Bradyrhizobium
populations are low which suggests that its nitrogen-fixing potential 'at the soil
surface is negligible. In deep soils we did not detect any nodule in the course
of our survey, but found dense or relatively dense populations of
Bradyrhizobium. Thus one cannot reject the assumption that nodules mightbe
formed in depth when favorable conditions are met. This assumption will be
checked in the future through evaluation of N2 fixation using the 15N natural
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abundance method.
Under Prosopis. glandulosa, two distinct populations of rhizobia were
identified by Jenkins et al. (5), at the soil surface Rhizobium are dominant
whereas Bradyrhizobium occur mostly in deep soil. In the case of Acacia
albida, all the strains that we isolated were typical Bradyrhizobium (6).
Bradyrhizobium strains living at the surface or at the water table level are
exposed to very different physical and chemical conditions. At the surface of
Sahelian soils, temperature varies from 15 to 50°C and water content widely
fluctuates from the rainy to the dry season while these conditions seem
constant at depth of 10 to 35 m. Thus, surface and phreatic zones could select
for Bradyrhizobium with physiological differences. However, as shown by
table 2 and 3, the percentage of effective strains is about the same within
surface and phreatic soils so that surface populations might have moved with
the roots from the surface into the deep soil.
In addition, analyses of soil samples from Louga showed very low
Nitrogen (0.05%) and Carbon (0.15%) contents in the deep soil at 34 m. This
low Nand C avaibility in deep soils should limit microbial activit5,-,-bur-the-----
presence of the active root system of A. albida could to greatly enrich the deep
soil environment for rhizobia. Interestingly, in the Sahelian area, the largest
populations of rhizobia were found at depth where small root-fragments were
present in soil samples recovered from the coring, suggesting ~hat the presence
of rhizobia depends upon root proximity. In the Sudano-guinean area, the
presence of a high density of roots from the surface to the water table could
also explain the large populations of rhizobia present in the paddy fields of
Casamance.
The variability amongst the Bradyrhizobium isolates is currently studied
in our laboratory and it is our aim to find out whether there is a distinction
between strains from surface or deep soil, the latter ones being adapted to
more constancy in water content and temperature than the former.
Furthermore, ~eep soil strains that were identified from deep soils as effective
will be tested in the field to inoculation of Acacia albida in order to test their
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colonization of its deep root system.
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TABLE 1. Distribution of Bradyrltizobium populations in four cores drilled under the canopy of Acacia albida
from the surface to the water table
Sahelian ecoclimatic zone
(lOO to 500 mm of annual rainfall)
0.0 m 70 0.0 m < 1
a.5m 1270 0.5m 20
2.5 m 90 2.5 m 20
5.0m 160 4.0m 50
7.5 m < 1 6.0m < 1
11.0 m < 1 8.0 m < 1
14.0 m < 1 10.0 m < 1
17.5 m 90 11.5 m 30
·21.0 m < 1 14.0 m 80
24.0 m 40 16.5 mb 30
27.5 m 10
28.5 m 120
30.0 m 20
32.0 m 20
33.5 m 340
34.0 mb 1320
" As assessed by the MPN method.
b Water table level.
Louga
Depth No. of rhizobia
per g of soil"
Diokoul
Depth No. of rhizobia
per g of soil"
Sudano-guinean ecoclimatic zone
(1000 to 1500 mm of annual rainfall)
Djinaki Kabrousse
Depth No. of rhizobia Depth No. of rhizobia
per g of soil per g of soil
0.0 m 13000 0.0 m 230
0.5 m 32000 0.5 m 42000
1.0 m 28000 1.0 m 2300
1.5 m 28000 1.5 mb 9180
2.0 m 43000
3.0 m 42400
4.0 m 1500
4.5 mb 1500
TABLE 2. Symbiotic effectiveness of Bradyrhizobiuttl strains isolated from the two Sahelian cores of Louga and Diokoul
and from various surface Sahelian soils
Origin and depth of sample
Louga
0,5 m
2.5 m
5.0 m
17.5 m
14.0 m
27.5 m
30.0 m
32.0 m
33.5m
34.0 m
Diokoul
0.5 m
2.5 m
4.0 m
11.5 m
14.0 m
Various surface
Sahelian soils
a Results are given as mean of four replicates and expressed as nmol C2H4 produced per h per plant: highly effective, >600 ; effective, 350-600 ;
partially effective, 100-350 ; ineffective, <100.
TABLE 3. Symbiotic effectiveness of Bradyrhizobiutn strains isol<ited from the two Sudano-guinean cores of Djinaki and Kabrousse
and from various surface Sudano-guinean soils
Origin and depth of sample
Highly effective Effective
Effectiveness·
Partially effective Ineffective
Djinaki
0,0 m
0.5m
1.0 m
1.5 m
2.0 m
3.0 m
4.0m
4.5m
Kabrollsse
O.Om
0.5m
1.0 m
1.5 m
Various surface
Soudano-guinean soils
• Results are given as mean of fOllr replicates.
ORSl48.
ORS149.
ORS150.
ORS152.
ORS155.
ORS177.
ORS179.
ORS151.
ORS153.
ORS154.
ORS156,157.
ORS158, 159.
ORS178.
ORS 10 I, 103,
ORS 164, 166,
ORS167, 168,
ORS169, 172,
ORS173, 175.
ORS 160, 165,
ORS170, 171,
ORS 174.
ORS176.
ORS 161, Ih2,
ORS163.
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Abstract
Vegetative propagation of Acacia senegal is possible from
branch fragments taken from the crown of mature trees (13 years
old), without causing ortet destruction.
The most responsive planting stock is taken from ctiftings········..·····_-_··__ ·
15 cm long (h"ith 12 to 15 nodes) land a diameter of 10±6 mm
(h"ood of 2 to 4 years old). The ablation of the leaves of this
material, prior to planting is a factor which furthers
development of the cutting's root system.
The development of the root system is also highly
influenced by the time at which the cutting h"as taken: results
varied from 10% during the dry season to more than 70%.during
the rainy season' (june-october) .
Cuttings can be taken from branches 50 cm long. It is thus
possible to preserve the planting stock for 8 days in a
continually humidified jute cloth and then make the cuttings at
the time of establisment in a nursery, wi thout changing their
rhizogenic aptitude.
The cuttings shoh" characteristics of maturity (sloh"
growth, plagiotropy, fructification). It is never the less
possible to preserve the collected genotypes in the field, or
better, in planting pots in the nursery, so as to further the
process of physiologic rejuvenation \d th an aim of in \Ti tro
cloning.
1
Resume
Le bouturage horticole d' .'1.cacia senegal est possible a.
partir de fragments de rameaux preleves dans le houppier
d'arbres adultes 13 (ans), sans destruction de ceux-ci.
Le materiel vegetal le plus reactif est constitue par des
boutures de 15 cm de long (12 a. 15 noeuds) et de 10±6 mm de
diametre (boi s de deux aqua tre ans). L' abla t ion des f eui lIes
avant mise en culture est un facteur favorable a. l'enracinement
des boutures.
Celui-ci est aussi tres influence par la date de
prelevements des boutures et il varie de 10% en saison seche a.
plus de 70% en saison des pluies (juin-octobre).
La collecte de boutures peut se faire sous forme de
fragments de rameaux.de 50 cm de long. 11 est alors possible de
conserver ce materiel pendant huit jours dans une toile
maintenue humide et d'y decouper les boutures au moment de la
mise en place en pepiniere, sans alterer leur aptitude
rhizogene.
Les boutures presentent des caracteres de maturite
(croissance lente, plagiotropie, fructification) . 11 est
cependant possible de conserver les genotypes ainsi mobilises
au champ, ou mieux, dans des pots en pepiniere, afin
d'amplifier le processus de 'rajeunissement physiologique en vue
de leur clonage in \'i tro.
1- Introduction
Acacia senegal (L.) Willd. is a shrub-like species growing
in the Sahelian zone. It is adapted to an annual rainfall of
250 to 750 mm and eight consecutive months of drought [Giffard,
1966]. It fixes atmospheric nitrogen due to its symbiosis with
Rhizobium [Dreyfus and Dommergues, 1981}. Some authors believe
that it thus improves soil fertility [Gerakis and Tsangarakis,
1970]. It has an anti-erosive action, provides firewood, aerial
fodder and most importantly, gum arabic [Giffard, 1966 ; Cheema
and Qadi, 1973]. .
As a result of the recurrent droughts in the Sahel since
1970, anthropic and animal pressure on this species has
increased. The stands of gum trees are disappearing. Gum
production is decreasing to a point Hhere Senegalese exports
which reached 9200 tons in 1971, are now at 800 tons [Mbaye,
1988] .
To reestablish an acceptable production, which can
generate foreign currency earning, and to reconsti tute
vegetative cover, reforesting with A. senegal should be
promoted. The search for high yielding and drought resistant
gum trees, which are also able to reproduce these
characteristics therefore constitutes a program of fundamental
economic and ecologic importance.
The selection of trees, based on gum yield
Characteristics, may be done only once they have attained
maturi ty. However, these mature trees have not fully retained
their ability to vegetative reproduce. In particular, the
abiljty of the cutting to take root decreases with the age of
the ortet from which it "as taken [Franclet, 1981 Bonga,
1982]. The collection in proximity to the laboratory of the
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first vegeta ti ve specimens of selected trees (genotypes) and
then their progressive rejuvenation thus consti tutes a
precondition to attaining clones.
The aim of the present study is to refine these methodes.
It follows up the work of Badji, Ndiaye, Danthu and Colonna
(1991), taking into account the various material difficulties
imposed by field conditions.
Thus the stump shoot possesses juvenile characteristics
which favor the attainment of our objectives (Franclet, 1981].
It requires that the tree be thinned but this poses several
constraints. One can note that: (i) selected trees must be cut
while they are being exploited by the local population, (ii)
difficult and uncertain growth of the stumps (Giffard,' 1966],
(iii) necessary protection of the stump from browsing
livestock, (vi) the necessity of repeated site visits
(prospection, thinning, surveillance, harvesting). One must
thus focus on branchlings which can be harvested at one time,
without causing destruction to the ortet.
This study therefore focuses on planting stock from
sections of small branches taken from the crown of selected
trees.
One should first determine the most responsive planting
stock as well as the factors which will permit both the highest
rates of survival and the establishment of the cutting's root
system.
Given that the prospect ion of the best subjects must be
conducted throughout the country and beyond, the time which the
branchlings travel betHeen the sampling si te and the cutting
nursery could' be"'quite"~'long';-'-'It'-'would therefore be useful to
determine if the selected planting stock can be harvested and
conserved for several days prior to its planting, without
losing its capacity to vegetatively'propagate.
Finally, survival of rooted cuttings should be tested to
improve the long-term possibilities of conservation of selected
genotypes.
2-Materials and methods
Sections of branches were taken from the crowns of 13 year
old trees at eye level, located at the Bandia Research Station
(17 ° 01' W, 14 ° 34' N) in Senegal. These samples, except as
otherwise indicated in the text, were taken in may, 1990. The
tropical ferruginous soils found at the station differ little
and are depleted and degraded. The average annual rainfall is
approximately 450 mm. A substantial deficit was registered in
1990, when it attained only 299 mm.
The samples were taken from sections of branchlings 50 cm
long and conserved in a jute cloth which was kept humid. These
sections were trimmed to produce cuttings of 15 cm in length
(except as otherwise indicated in the text) just prior to their
placement in perforated polyethylene potting sacks (12 cm x 25
cm, when flat) containing a substratum composed of basalt chips
«5 mm), sand from Mbao and soil richin humus from Mbao, in
volume proportions of 9/2/1. These cuttings were planted at a
depth of 3 to 5 cm in the substratum and placed in a Gulfy cold
frame (Grolleau, 1989), under an awning. The unregulated
interior temperature varied from 20°C to 38°C according to the
season, the time of day and the degree of' shade. The
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atmospheric humidity was maintained at saturation point in the
cold frame by a twice daily spraying. A weekly anti-fungal
trea tmen t was conducted : benla te (70 mg 1-1) and aliet te (l g
1-1) alternately.
The hormonal treatments were uniform before planting,
the lower side of the cuttings were coated with talcum powder
containing 4% g-indolyl butyric acid (Rhizopon AA 4). This
dosage was selected after trials covering a spectrum of
concentrations from 0 to 8%.
The purpose of the first series of experiments was
determine which planting stock was best adapted to
objectives enumerated above ; the effect of the following
factors was studied :
the age of the branchlings, as indicated from the
diameter of the cuttings. Four classes were compared «4 mm, 4-
10 mm, 10-16 mm and >16 mm) from samples taken during may from
which the leaves had been ablated
- the length of the cutting. Three lengths were compared:
7, 15 and 23 cm. The cuttings were taken in may, had diameters
of 10 to 16 mm and their leaves had been removed at
establishment time.
the influence of leaves remaining on the cuttings.
Cuttings (of 15 cm in length, diameters of 10-16 mm, taken in
may) with four leaves ramaining were compared with those which
had been subjected to a complete ablation of the leaf system.
- The date of collection. Cuttings were taken at eight
different times: january, march, april, may, july, september,
october and december. The cuttings were 15 cm in length, had
diameters of 10-16 mm and had their leaves removed'i'it''fhEi-·''fifu-e-----·------
of establishment.
from the planting stock defined above, conservation
trials were conducted on sections of branches which were
maintained in a continually humid jute cloth. The objective was
to determine how long it was possible to preserve the cutting
before it lost its capacity to survive or set roots. The
duration of conservation was examimed over six time periods
0, 2, 4, 6 and 8 days.
The objective of the final experiment was to study the
behavior and survival of rooted cuttings after transplanting.
This was done in order to gain an idea of the possibilities of
long-term conservation genotypes (clone heads) to be
propagated. Two conservation methods were compared : (i) in 20
liter clay pots containing a mixture (1/2, v/v) of soil rich in
humus and sand from Mbao which \.,ras \.,ra tered dai ly, (i i) in the
field, after plantion in small pot-holes (20 x 20 x 30 cm) at
the Bandia Station, during the early part of the rainy season
(august 14, 1990). These were planted after a cumulative
precipitation of 80 mm. The plants thus received only natural
precipitations (219 mm).
The parameters measured during the experiments w~re :
the survival rates of the cuttings. A cutting was
considered viable if it had at least one green leaf.
The number of cuttings which sprouted at least one
shoot.
- the number of cuttings which took root, having at least
one root visible through the polyethylene bag.
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The experiments were conducted under total randomization,
wi th two repeti tions, each containing 28 to 30 cut tings for
each protocol described above. The analyses of variance and the
comaparisons of means were conducted after angular
transformation of frequencies. In the tables and figures, the
values having the same index (a, b or c) belong to the same
homogeneous group established by the Newman-Keuls test at a 5%
level of significance. The confidence interval of the means is
95%.
3- Results
3.1 - Definition of the most suitable planting stock
* Diameter of ramets
(position of Table 1)
When the cuttings have a diameter of less than 4 mm
(sprouted during the year), their survival rate after 90 days
is zero (Table 1). Half of the large diameter cuttings (>16 mm)
are viable three months after establishment. A large majority
of these cuttings producted at least one branch, none of which,
however had taken root.
For the two intermediate classes (4 to 10 mm and 10 to 16
mm), the survival rate is significantly lower for cuttings of
larger diameters. However, in the tlW cases, approximately a
third of the cuttings produced at least one root and one
branch. -,.._~._ ... .._._.. ._.._.__.__.
* Length of cuttings
(position of Table 2)
The study of the influence of the length of the cuttings
underscores the slight responsiveness of long cuttings (23 cm)
which dry out very rapidly and die only 7% among them
survived and set roots after 90 days (Table 2). Cuttings of 7cm
show a good capacity to set roots but sprout few branches. The
best compromise is obtained with cuttings of 15 cm, as all
those which established roots three months after planting
(approximately 1/3) produced branches.
* Presence of leaves
(position of Table 3)
Table 3 illustrates that the rooting and survival rates
are significantly higher when the leaves are ablated from the
cu t t ings. When the leaves are ablated, 68 96 of the cut t ings
survi ve and 39 96 se t roots three months after es tabl ishmen t ,
compared to respectively 39% and 11% when four leaves are left
on the stem.
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* Period of collection
(position of Figure 1)
Cuttings were planted which were taken from the same tree
at different times of the year, the eight dates selected
represent four distinct climatic periods : the peak dry season
(january-march), the peak rainy season (june-october) and two
intermediary dates.
Rooting is optimal (more than 70%) when cuttings were
taken during the rainy season (Figure 1) and minimal but not
zero (about 10%) during the dry season. During the month of
/ may, the rooting rate is 30 to 40%, which is illustrated in the
results contained in Tables 1, 2 and 3.
Three months after collection, regardless of the date on
which the sample was taken, the cuttings manifest a root system
having on average 25±7 roots and a length of 7.2±3.1 cm without
callus (Photograph 1). Their tropism is very variable the
same cutting possesses horizontally oriented roots (angle in
relation to the vertical of >60°) and geotropic roots (angle
<30°) ; none of them had developed a pivotal system.
The cuttings producee on average 1.5±0.4 branchlings. Only
one branchling out of six shm.;s an orthotropic growth (angle
formed wi th the vertical of <30°) and 50% are plagiotropic
(angle >60°) (Photograph 2).
About 20~6 of the cuttings produce inflorescences ei ther
from the primary explant or from the newly formed branchlings·,·-~·~--­
(Photograph 3). The inflorescences can evolve into pods
containing seeds (Photograph 4).
(position of Photographs)
* Impact of storage time on sections of branchlings taken
from the field.
From 35% to 46 96 of the cuttings made from sections of
branchlings (diameter of 10-16 mm) kept in a humid ,cloth during
2, 4, 6 or 8 days took and produced branchlings after 90 days.
These resul ts do not show a signi ficant difference from the
rate of root establishment measured in the control group
(cut t ings es tabli shed directly following sampl ing) : 36%.
3.2 - Conservation of clone heads
(position of Table 4)
Two conservation methods were employed for the cuttings
sampled in may in clay pots (Photograph 2) both in the
nursery and in the field. After one year, at the end of the dry
season, one third of the cuttings established in the field are
still living (Table 4). They thus tolerated a period of seven
months without water, in addition to a rainy season which was
very substandard (see Materials and methods) . Moreover, they
were subjected to attacks by predators such as hares and
myriapods. The cuttings which survived, however~ show
substantial development, as some of them measure almost a meter
in height,. 'vhen the cuttings were kept in the nursery and
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watered daily, the survival rate after transplantation was 85%
but their development was less advanced.
This study shows that it is possible to propagate mature
trees (13 years of age) of the species Acaci a senegal from
sections of ligneous branchlings taken from the crowns of
selected trees, without provoking destruction to the ortet. It
confirms the results obtained from four year old trees of the
same species (Badji et a!., 1991) and is similar to .·;ork
conducted on adult Faidherbia albida (Danthu, 1991) bough
fragments and roots.
The optimal planting stoCK is composed of sections of
branchlings of 10±6 mm in diameter and 15 cm in length (having
12 to 15 nodes) .
The rooting rate after 90 da~-s of establishment is very
dependen t on the time at Hhich the cu t t ings Here taken. It
varies between 10% for those cut during the dry season to 70%
for those cut during the rainy season 1 thus confirming the
observations of Badji et al. (1991). THO variables might
expl ain these di f f erences the phys iologica 1 s ta te of the
planting stoCK at the time which the sample was harvested and
the cuI tural condi tions, in particular, the tempera ture inside
the cold frame. HOHever, it is not possible under our
experimental protocol to disassociate these two factors.
The rate of root establish~ent of our cuttings is
.., __" __significantly higher Hhen their leaves h'ere removed prior to
planting. This result does not correspond with those of
numerous other studies of ligneous propagation [Reunvei and
Raviv, 1981 LeacKey et a1., 1982 Oc1ual and Akunda, 1988]
nor is it in accord with those results reported by Badji et al.
(1991) which treated small diameter cuttings «4 mm) from
Acacia senegal . .?>..fter 60 days, those authors obtained (i) a
survival rate equal to 11.5% and a zero rate of root
establishment for completely defoliated cuttings (ii) a
survival rate of 62% and a 12% rate of root establishment for
cuttings which retained four leaves.
This contradiction might only be one of appearance. It is
probable that small diameter cuttings do not contain sufficient
reserves. Their metabolic functions cannot continue for two to
three months without the contribution of photosynthesis.
Moreover, one can see in Table 1 that no cuttin9 Hith a
diameter less than 4 mm is alive 90 days after planting. Only
the presence of functioning leaves can facilitate both survival
and the new formation of roots among small diameter cuttings.
In contrast, cuttings having a diameter two to four times
greater contain sufficient reserves to sur\-i\'e and also develop
a root system due to the eff~ct of rhizogenic substances.
One can also note that the h'orks of Paton et a1. (1971)
showed that the influence of mature leaves of Eucallptus
grandis presented an impediment ot root establishment. The
results obtained here could also therefore be explained by the
possible inhibiting influence of the leaves. .
From a practical viewpoint, this capacity of large
diameter cuttings to root in the absence of leaves allows
their conserva t ion in a humid cloth a t leas t one week before
use. During such a period of conserva t ion, the lea\'es die and
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it is necessary to ablate them before planting without altering
the rhi zogenic capaci ty of the cut t ing:3. Thus one has eight
days to transfer the sections of branchlings from tlle samplings
site to the nursery.
Once rooted, the cuttings can be kept during a long period
of time in the field or in pots in the nursery. The la ter
solution is preferable as plant survival is improved it is
possible to supplement natural precipitation and more
effectively protect the plants from parasites and predators.
The growth of rooted cuttings is generally slow. They are
often plagiotropic and sho~, in numerous cases, inflorescences.
Both observa t ions ill us tra te the s ta te of phys iological
maturity of our planting stock [Franclet, 1981] and the
necessity to initiate a process -of rejuvenation in order to
conduct in vitro cloning of this material. Studies in this area
are presently being undertaken.
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the
Diameter Number of ~umber of Number of
of surviving ramified rooted
cuttings cuttings cuttings cuttings
(mm) (06 ) ( '?6 ) ( '?6 )
<4 Oc
4-10 93a 30a 45a
10-16 68b 36a 39a
16-25 50b 43a Ob
Table 1 : Rates of survival, ramification and rooting of Acacia
senegal cuttings, as a function of the diameter of the ramet,
90 days after planting (cuttings of 15 cm taken in may frOlI!
I.;hich the leaves had been remo\-ed at establishment time).
Length Number of Number of Number of
of surviving ramified rooted
cuttings cuttings cuttings cuttings
(cm) ( ~) ) P'o) ( °6 )
7 572 7b 472
15 68a 36a 39a
?., 7b 7b 7b~..J
Table 2 : Rates of survival, ramification and rooting of Acacia
senegal cuttings, as a function of their length, 90 days after
planting (cuttings of 15 cm, diameter of 10-16 mm, taken in may
from which the leaves had been removed at establishment time).
Condition Number of !\'ulllber of !';umber of
of foliage survi \-ing ramified rooted
at planting cuttings cuttings cuttings
time ( 96 ) (°6 ) (96 )
No leaves 68a 36a 39a
With leaves 39b 30a lIb
Table·"T-·";- Effect of ablation of
survival, ramification and rooting
days after planting (cuttings of 15
taken in may) .
leaves on the rates of
of .\. senegal cuttings 90
cm, diameters of 10-16 mm,
Conservation
method
in nursery
in field
l\l a ter
source
dail'l" I,a tering
rainfall
Sun"i'"al rate
after 1 year (~6)
85a
33b
Table 4 Survi va I ra t e of 1 yeal" old Cll t t ings from Acaci a
senegal as a function of method of conservation (cuttings taken
in ma:/ 1990) .
Photograph 1 Rooted and ramified _.'1. senega] cutting, three
months after planting (x 0.5).
Photograph 2 : One year old A. senega] cutting, conserved in a
pot (x 0.1)
Photograph 3 A floh;ering A. senega] cutting, three months
after planting (x 0.3).
Photograph 4 Fruct i f'1'l ing A. senega] cut t ing / four mon ths
after planting (x 0.5).
Figure 1 : Rooting rate of A. senegal cuttings (15 cm,
10-16 mm) 90 days after planting as a function of the
season at which the cuttings were collected (A
season, B and dry season, C rainy season, D
season) .
15
diameter
mon th or
mid dry
early dry
